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1. IL CARCINOMA MAMMARIO 
Il carcinoma mammario è la neoplasia più diffusa nella popolazione femminile, sia nei paesi 
industrializzati sia in quelli in via di sviluppo e rappresenta la seconda causa di morte dopo il 
tumore del polmone. La sua incidenza è in aumento, come anche, fortunatamente, il tasso di 
sopravvivenza, soprattutto grazie al crescente numero di diagnosi precoci. Questo 
miglioramento di prospettiva, quindi, è dovuto all’individuazione più precoce del tumore che 
deriva dalla maggiore consapevolezza di un controllo regolare e da un migliore accesso alle 
tecniche mammografiche (Moulder e Hortobagyi, 2008). Tuttavia circa il 20-30% delle 
pazienti con linfonodi negativi ed il 50% di quelle con linfonodi positivi alla diagnosi 
sviluppa metastasi a distanza. Ad eccezione di casi sporadici (2-3%) in cui è stata osservata 
una sopravvivenza di lunga durata, il tumore mammario metastatico rimane, ad oggi, una 
malattia non guaribile, con una sopravvivenza media, nelle pazienti non precedentemente 
trattate, di 18-24 mesi, variabile in base all’aggressività biologica, alla sede e all’estensione 
della malattia (Cnossen et al., 2008; Mauri et al., 2008). Numerose ricerche hanno dimostrato 
che l'eziologia del carcinoma mammario è complessa e multifattoriale (Lakind et al., 2007). I 
fattori associati ad un aumentato rischio di cancro al seno comprendono:  
 Caratteri demografici (Kelsey e Gammon, 1991).  
 Fattori mestruali e riproduttivi: l'età precoce al menarca, la tarda età alla menopausa e 
l’età avanzata alla prima gravidanza (Lakind et al., 2007).  
 Storia familiare di cancro al seno (Newman et al., 1997).  
 Fattori genetici: mutazioni in due diversi geni di suscettibilità altamente penetranti 
quali BRCA1 e BRCA2 (Lakhani et al., 1998).  
 Ormoni esogeni: come i contraccettivi orali o la terapia ormonale sostitutiva in post-
menopausa (Lakind et al., 2007).  
 Fattori nutrizionali (Lakind et al., 2007).  
 Elevato consumo di bevande alcoliche e abitudini di vita voluttuarie (Lakind et al., 
2007).  
 Obesità (Lakind et al., 2007).  
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 Fattori ambientali, compresa l'esposizione  a  radiazioni ionizzanti e a composti 
xenobiotici. Dagli studi condotti è emerso che i tessuti del seno possono essere più 
vulnerabili ai potenziali effetti degli xenobiotici ambientali, anche se è importante 
ottenere informazioni sui tempi e sulla durata di tali esposizioni (Lakind et al., 2007). 
Il carcinoma mammario è una malattia estremamente eterogenea che racchiude un ampio 
spettro di neoplasie che si differenziano dal punto di vista morfologico, prognostico e della 
risposta alla terapia. I vari tipi di carcinoma mammario possono assumere caratteristiche 
macroscopiche o microscopiche differenti in base al sito e al tipo di cellule da cui originano, a 
partire dai quali la neoplasia può progredire attraverso il tessuto stesso, attraverso il sistema 
linfatico o attraverso il sangue, verso linfonodi regionali, fino a metastatizzare raggiungendo 
organi distanti, quali polmoni, cervello, fegato e ossa; spesso la causa di morte non è il tumore 
primario, bensì la metastatizzazione, che inoltre complica la ricerca di una cura adeguata 
(Marino et al., 2013). Data la notevole eterogeneità, la classificazione clinica vede l’esistenza 
di molteplici categorie che distinguono le diverse tipologie di cancro al seno in virtù della 
morfologia, dell’organizzazione strutturale, dell’immunopatogenesi, dell’istotipo e 
dell’invasività, quest’ultima identificata in due forme: le forme non invasive e quelle invasive 
(Nicholas et al., 2011). 
Le forme non invasive sono:  
 Il carcinoma duttale in situ (o CDIS): è una forma iniziale di cancro al seno 
limitata alle cellule che formano la parete dei dotti. Se non viene curata può 
diventare invasiva.  
 Il carcinoma lobulare in situ (o CLIS).  
Le forme invasive sono:  
 Il carcinoma duttale infiltrante non altrimenti specificato (o NAS IDC) che 
acquisisce questa denominazione quando supera la parete del dotto. 
Rappresenta il 70-80% di tutte le forme di cancro al seno.    
 Il carcinoma lobulare infiltrante così denominato quando il tumore supera la 
parete del lobulo. Rappresenta il 10-15% di tutti i diversi tipi di cancro al seno.   
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Lo stadio è un ulteriore parametro di riferimento che indica convenzionalmente le dimensioni 
del tumore e l’invasività, ovvero la sua diffusione ai linfonodi adiacenti e ad altri organi 
(metastasi). La stadiazione è utile per stabilire qual’è il trattamento più idoneo per il singolo 
caso. Esistono vari metodi per definire lo stadio dei tumori, il più comune è il sistema 
numerico, che classifica i tumori della mammella secondo cinque stadi, partendo dallo Stadio 
0, utilizzato per descrivere il cancro al seno non invasivo. In fase 0, non vi è alcuna evidenza 
di cellule tumorali o cellule anomale al di fuori della parte del seno dalla quale hanno avuto 
origine (National Cancer Institute). Lo Stadio I è diviso in fasi IA e IB:  
 In fase IA, il tumore è di pochi centimetri, ma non è diffuso al di fuori del seno.  
 In fase IB, piccoli gruppi di cellule cancerose si trovano nei linfonodi.  
Lo Stadio II è diviso in fasi IIA e IIB:  
 In fase IIA, il tumore è o di 2 cm o meno e si è diffuso ai linfonodi ascellari (linfonodi 
sotto il braccio); o il tumore è maggiore di 2 cm, ma non maggiore di 5 cm e non si è 
diffuso ai linfonodi ascellari. Nessun tumore si trova nel seno, ma è pienamente 
localizzato nei linfonodi ascellari. 
 In stadio IIB, il tumore può essere più grande di 2 cm, ma non maggiore di 5 cm e si è 
diffuso ai linfonodi ascellari; o maggiore di 5 cm, ma non si è diffuso ai linfonodi 
ascellari.   
Lo Stadio III è diviso in fasi IIIA, IIIB e IIIC:  
 In fase IIIA, il cancro è presente nei linfonodi ascellari che sono attaccati gli uni agli 
altri o ad altre strutture ad esempio allo sterno. Il tumore può inoltre: diffondere ai 
linfonodi vicini, mantenendo però una dimensione di 2 cm o meno; assumere 
dimensioni maggior di 2 cm, ma non maggiore di 5 cm e diffondersi ai linfonodi 
ascellari che sono attaccati gli uni agli altri o ad altre strutture; diffondere ai linfonodi 
vicino allo sterno, e assumere dimensioni maggiori di 5 cm.  
 In fase IIIB, il tumore può essere di qualsiasi dimensione. In questa fase è possibile 
che il cancro si sia diffuso alla parete toracica invadendo anche i linfonodi ascellari 
che possono essere collegati gli uni agli altri o ad altre strutture, o vicino lo sterno.    
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 In fase IIIC, il tumore può essere di qualsiasi dimensione e potrebbe aver invaso la 
parete toracica attraversando tutti i linfonodi.  
Nello Stadio IV, il tumore si è diffuso ad altri organi del corpo.  
Per quanto concerne l’istotipo, oggi si riconoscono varie forme tumorali, classificate come 
midollare, neuroendocrina, tubolare, apocrina, metaplastica, mucinosa, infiammatoria, 
adenoidea cistica, e micropapillare. È interessante notare che, dal tipo istologico dipende la 
prognosi (Nicholas et al., 2011). Sulla base delle analisi immunoistochimiche le diverse forme 
di carcinoma mammario si distinguono per la presenza o l’assenza di tre recettori: il recettore 
per gli estrogeni ERα (Estrogen Receptor  α), il recettore per il progesterone PR (Progesteron 
Receptor), recentemente si è inoltre aggiunta la caratterizzazione dell’espressione del 
recettore HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2), che ormai è divenuta parte 
integrante degli studi prognostici e predittivi. Più del 60% delle forme di carcinoma 
mammario risulta positivo a tali recettori. Una minore percentuale però, circa il 10-17%, non 
esprime nessuno di questi recettori e perciò è definita tripla negativa. Queste ultime forme di 
carcinoma mammario, sono scarsamente differenziate, altamente maligne e molto aggressive, 
con una cattiva prognosi e con un’elevata probabilità di sviluppare metastasi a distanza; 
presentano alterazioni nell’espressione di proteine, oncogeni e oncosoppressori coinvolti in 
diversi pathways che regolano la proliferazione, la crescita cellulare e  
l’apoptosi. A causa della mancata espressione dei recettori ER, PR e HER2, le cellule di 
carcinoma mammario triple negative non sono sensibili alle terapie ormonali o a quelle dirette 
e specifiche contro tali recettori; la chemioterapia è così l’unica forma di trattamento per 
queste forme di carcinoma mammario che risultano perciò associate ad un elevato tasso di 
recidività locale e sistemica (Chen et al., 2009). Negli ultimi anni è stata effettuata 
un’ulteriore classificazione delle forme di carcinoma mammario basata su studi di espressione 
genica, condotti mediante analisi di microarray. I primi studi genetici sono stati effettuati dal 
gruppo dell’Università di Stanford, ed hanno evidenziato che l’elevata eterogeneità osservata 
a livello morfologico si riflette in un’elevata eterogeneità a livello del trascrittoma. Come già 
accennato questi studi hanno portato ad una nuova classificazione in cinque gruppi: luminal A 
(ER+, PR+, HER2-), luminal B (ER+, PR+, HER2 +), normal breast-like, ERBB2 o HER2 
(ER-, PR-, alti livelli di HER2) e basal-like o BLBC (ER-, PR-, HER2-) (Reis-Filho e Tutt, 
2008; Chen et al., 2009). Il basal-like è caratterizzato da bassa espressione dei recettori per gli 
estrogeni, per il progesterone, ed HER2, ed alta espressione di citocheratine quali CK5 e 
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CK14, caveolina-1, CAIX, p63, Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR), molecole tipiche 
di un fenotipo ghiandolare basale/mioepiteliale (Anders e Carey, 2008).   
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2. IL CARCINOMA MAMMARIO TRIPLO NEGATIVO 
I tumori del seno triplo negativi rappresentano un tipo particolarmente aggressivo di 
carcinoma mammario, tipicamente caratterizzato da una prognosi infausta. Queste neoplasie 
ammontano a circa il 16% dei casi di tumore al seno e si distinguono in quanto, a differenza 
delle forme più comuni, non esprimono il recettore degli estrogeni ERα (Estrogen Receptor α) 
e del progesterone PR (Progesteron Receptor) e non presentano amplificazione del gene 
codificante il recettore del fattore di crescita epidermico umano HER2 (Human Epidermal 
Growth Factor Receptor 2) (Bauer et al., 2007). La loro crescita è dunque guidata da 
meccanismi cellulari distinti e sono, per questo resistenti ai trattamenti standard. I tumori 
triplo negativi costituiscono un sottotipo particolarmente eterogeneo di carcinomi mammari, 
alcune forme sono infatti estremamente aggressive mentre altre presentano un grado di 
invasività pari alle forme più comuni. Questi tumori si distinguono inoltre per quanto riguarda 
l’incidenza delle recidive, la quale resta elevata entro 3-5 anni dalla forma primaria. I tumori 
triplo negativi sono caratterizzati infine da una estrema variabilità genotipica e presentano un 
carattere fortemente evolutivo, principalmente legato ad una forte instabilità del loro genoma. 
(Sohrab et al., 2012). Le forme di carcinoma mammario triplo negativo così come le forme 
basal-like o BLBC presentano alcune caratteristiche comuni: a) sono prevalenti nelle giovani 
donne Afro-Americane e in quelle obese; b) sono associate ai geni che regolano la 
suscettibilità all’insorgenza del carcinoma mammario, come per esempio BRCA-1 e BRCA-2; 
c) sono scarsamente differenziate, altamente maligne e  molto aggressive, con una cattiva 
prognosi e con un’elevata probabilità di sviluppare metastasi a distanza (fegato, sistema 
nervoso centrale e polmone); d) presentano alterazioni nell’espressione di proteine, oncogeni 
e oncosoppressori coinvolti in diversi pathways che regolano la proliferazione, la crescita 
cellulare e l’apoptosi (Bosh et al., 2010; Reis Filho e Tutt, 2008; Chen et al., 2009; De 
Ruijeter et al., 2001; Dey et al., 2012). Le pazienti affette da carcinoma triplo-negativo e 
basal-like, rispetto alle pazienti degli altri sottogruppi, hanno una sopravvivenza ridotta dopo 
il primo evento metastatico. In queste donne sono frequenti le metastasi viscerali, incluse 
quelle cerebrali. Inoltre entrambi i sottotipi presentano prevalentemente un elevato grado 
istologico. La maggior parte dei carcinomi triplo negativi sono carcinomi duttali di alto grado, 
invasivi, ma possono essere rappresentati anche altri fenotipi quali il metaplastico, midollare 
tipico o atipico e cistico adenoide (Reis-Filho e Tutt, 2008). 
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3. STRATEGIE TERAPEUTICHE DEL CARCINOMA MAMMARIO  
La disponibilità di nuovi farmaci per il trattamento del carcinoma mammario permette oggi di 
diversificare l'approccio terapeutico alla malattia e pone il problema di adottare una strategia 
terapeutica che consenta di utilizzare le diverse risorse rapportandole alle caratteristiche 
biomolecolari della patologia. Le nuove terapie biologiche consentono il trattamento del 
carcinoma mammario con efficacia e tollerabilità diverse rispetto alla chemioterapia e vanno 
analizzate e rapportate ai farmaci tradizionali. 
Gli approcci terapeutici che vengono impiegati nel trattamento delle forme tumorali positive 
per ER sono molteplici: il blocco dell’interazione fra gli estrogeni (E2) e i propri recettori 
(ER) impiegando antiestrogeni, definiti SERMs (Selective Estrogen Receptor Modulators); 
l’inibizione dell’enzima aromatasi, responsabile della sintesi degli estrogeni; l’impiego di 
specifici antagonisti del recettore ERα, definiti SERDs (Selective Estrogen Receptor Down-
Regulators). Inoltre, nelle forme di carcinoma mammario che overesprimono HER2, viene 
impiegato il Trastuzumab, noto anche con il nome commerciale di Herceptin, un anticorpo 
monoclonale che interagisce con HER2 inibendolo (Orlando et al, 2010). Il successo di questo 
farmaco ha favorito lo sviluppo di terapie analoghe basate su anticorpi come il Pertuzumab, 
che si lega a HER2 in un punto diverso rispetto al Trastuzumab, e che impedisce al recettore 
di interagire con altri membri della sua famiglia presenti sulla membrana cellulare come, per 
esempio, EGFR e HER3. Bloccare queste interazioni riduce il segnale che stimola la crescita 
lungo vie di comunicazione molecolare intracellulari a valle di questi recettori. Il Pertuzumab 
può addirittura interrompere certi tipi di attivazione di HER2 in cellule tumorali diventate 
resistenti al Trastuzumab. In più è stato è stato dimostrato che l’abbinamento di Trastuzumab 
e Pertuzumab incrementa il tasso di morte cellulare in cellule di tumore mammario che 
presentano elevati livelli di HER2 (Sendur et al., 2012). Un’ulteriore strategia per 
incrementare l’efficacia di una terapia mirata su HER2 consiste nell’abbinare il Trastuzumab 
ad un inibitore del suo dominio intracellulare con attività tirosin-chinasica come il Lapatinib. 
Nelle linee cellulari di tumore al seno, questa combinazione produce una maggiore inibizione 
sinergica della crescita cellulare e tassi più elevati di morte per apoptosi (Baselga et al., 2012).  
Tra tutti i SERMs, il Tamoxifene è stato il primo ad essere individuato; si tratta di un agente 
non steroideo, contenente un gruppo trifeniletilene che interagisce con il recettore ER e ne 
inibisce l’attività trascrizionale. Il Tamoxifene presenta comunque una parziale attività 
agonista a livello delle ossa e dell’endometrio, sui quali può indurre proliferazione cellulare e 
aumento del rischio di trasformazione tumorale in seguito a prolungata esposizione. Pertanto, 
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nel corso degli anni, sono stati sviluppati altri SERMs con minore attività agonista, come il 
Raloxifene e altri SERMs di seconda e terza generazione, come il Lasofoxifene e il 
Bazedoxifene, senza però ottenere buoni  risultati a causa dell’insorgenza di meccanismi di 
resistenza nelle pazienti (Pickar et al., 2010). I SERDs, invece, agiscono come potenti 
antagonisti del recettore ERα e, a differenza dei SERMs, non mostrano alcuna attività 
agonista. Tra i SERDs  maggiormente studiati troviamo il Fulvestrant, noto anche come ICI 
182,780 o Faslodex, il quale possiede affinità di legame nei confronti del recettore ERα di 
circa l’89% rispetto all’estradiolo (Osborne et al., 2004). Esso agisce impedendo  la 
dimerizzazione e la traslocazione al nucleo del recettore ERα; inoltre, il complesso 
Fulvestrant-recettore viene ubiquitinato, avviato al proteasoma e quindi degradato, causando 
una riduzione dei livelli di ERα (Long et al., 2006). I risultati clinici ottenuti in seguito 
all’impiego del Fulvestrant sono stati però deludenti, per la sua scarsa biodisponibilità e per la 
difficoltà di raggiungere in circolo concentrazioni che risultano efficaci (McDonnel e 
Wardell, 2010). La classe degli inibitori dell’enzima aromatasi comprende composti steroidei, 
come l’Examestano e il Formastano, e non steroidei, come il Letrozolo e l’Anastrozolo. Il loro 
impiego è però limitato dall’insorgenza di effetti collaterali, come l’osteoporosi con 
conseguente rischio di fratture e dolore muscolo-scheletrico (Brueggemeier et al., 2005).   
Le forme di carcinoma mammario triplo negativo, invece, a causa della mancata espressione 
dei recettori ER, PR e HER2 non sono sensibili alle terapie ormonali o a quelle dirette e 
specifiche contro tali recettori. La chemioterapia rappresenta pertanto l’unica forma di 
trattamento per queste forme, che risultano però associate ad un elevato tasso di recidiva 
locale e sistemica (Rouzier et al., 2005; Dent et al., 2007; Carey et al., 2007). Dagli anni ’80 
ad oggi è stata introdotta nella pratica quotidiana la chemioterapia “pre-operatoria” o 
“neoadiuvante” che sebbene presenti, almeno in una prima fase, efficacia nel trattamento di 
tali forme non è esente dalla induzione di meccanismi di resistenza (Reis-Filho e Tutt, 2008). 
Le terapie neoadiuvanti prevalentemente utilizzate nei trials clinici comprendono gli agenti 
anti-tubulina, come l’Ixabepilone (Hudis e Gianni, 2011) o agenti citotossici come i derivati 
del platino come ad esempio il cisplatino e il carboplatino (Tan e Swain, 2008). In particolare 
questi ultimi sono in grado di formare addotti covalenti con il DNA e di determinare il blocco 
della replicazione cellulare (Oakman et al. 2011). Delle terapie neoadiuvanti oltre agli agenti 
citotossici fanno parte le “terapie mirate” così definite perché hanno come target molecole che 
rappresentano una caratteristica specifica della cellula cancerosa come ad esempio un 
recettore overespresso che determina la selettività del trattamento verso le cellule maligne e la 
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mancata efficacia sulle cellule normali (Tan e Swain, 2008). Poiché il 45-70% delle forme di 
carcinoma mammario triplo negativo overesprime il recettore dell’EGF (EGFR), è possibile 
impiegare delle strategie terapeutiche rivolte contro tale recettore. EGFR stimola la 
replicazione cellulare in modo simile ad HER2. Se utilizzato come target terapeutico, l’effetto 
stimolatorio di EGFR potrebbe diminuire e determinare un arresto della crescita tumorale o 
una regressione del tumore. Esistono diverse molecole in grado di inibire o il dominio 
extracellulare dell’EGFR, come il Cetuximab (Erbitux), o il suo dominio tirosina-chinasi, 
come il Gefitinib (Iressa) e l’Erlotinib (Tarceva); tali composti, associati alla radioterapia, 
mostrano potenziali effetti benefici per queste forme di carcinoma mammario (Rocha-Lima et 
al., 2007; Bayraktar e Glück, 2013). Anche gli inibitori dell’enzima PARP (Poly ADP-Ribose 
Polymerase), che inducono tagli a livello del DNA con conseguente arresto della crescita 
cellulare in fase G2/M e apoptosi, trovano largo impiego in diversi trials clinici; tra questi 
inibitori, l’Olaparib (AZD2281) e il BSI-201, sembrano possedere una certa efficacia. Inoltre, 
sono in corso diversi studi per valutare l’efficacia di combinazioni dei composti neoadiuvanti, 
come l’associazione del Cisplatino con l’Olaparib e l’associazione del Carboplatino con il 
BSI-201  (Perez et al., 2010; Bayraktar e Glück, 2013). 
L’angiogenesi è un meccanismo fondamentale nella crescita tumorale, pertanto, lo sviluppo di 
farmaci che colpiscono i meccanismi cellulari coinvolti nella neoangiogenesi è una priorità di 
ricerca. Il targeting e l’inibizione della formazione di vasi sanguigni hanno l’obiettivo di 
interrompere la creazione dell’ambiente che le cellule tumorali inducono per ricevere 
ossigeno e sostanze nutritive di cui hanno bisogno per sopravvivere ed interagire tra loro 
(Perez et al., 2010; Bayraktar e Glück, 2013). Tra i composti antiangiogenici si annovera il 
Bevacizumab, un anticorpo monoclonale umanizzato diretto contro il VEGF (Vascular 
Endothelial Growth Factor) e il Sunitinib, un inibitore della tirosin-chinasi che ha per 
bersaglio il recettore per il VEGF, che ha dimostrato efficacia anche nel trattamento del 
carcinoma triplo negativo determinando tuttavia incremento di una popolazione di cellule 
staminali tumorali (CSCs) (Chinchar et al, 2014). Di notevole interesse terapeutico si è 
rivelato inoltre l’impiego dei micro-RNAs (miRNAs), una classe di piccoli RNA non 
codificanti che regolano l’espressione proteica a livello post-trascrizionale; essi, infatti, 
interagiscono con gli mRNA e ne determinano l’inibizione della traduzione o la degradazione. 
In particolare, è stato osservato che la regione non tradotta all’estremità 3’ dell’mRNA 
codificante l’EGFR contiene tre putativi siti target del microRNA-7. Studi condotti da 
Webster et al. (2009) hanno dimostrato che l’impiego del microRNA-7 causa il decremento di 
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EGFR in linee  cellulari di carcinoma del seno e del polmone, inducendo l’arresto del ciclo 
cellulare e la morte delle stesse cellule.  
Alcune forme di carcinoma mammario triplo negativo mostrano un’iperattivazione  della 
proteina mTOR (Mammalian Target of Rapamycin), un target delle chinasi PI3K/PKB, che 
regola positivamente la progressione del ciclo cellulare. Pertanto, l’inibizione di mTOR 
mediante analoghi alla Rapamicina, come l’Everolimus e il Temsirolimus, è oggetto di studio 
in diversi trials clinici in combinazione con la chemioterapia. Inoltre, è stata dimostrata 
l’efficacia del  
Dasatinib, un inibitore delle tirosina chinasi Src e c-Kit, in linee cellulari tumorali derivanti da 
forme di carcinoma mammario “basal-like” (BLBC) (Bosch et al., 2010). Alcuni dati 
sperimentali hanno anche dimostrato che gli inibitori delle deacetilasi istoniche (HDACi) 
sono in grado di riesprimere il recettore ERα in linee cellulari tumorali negative per tale 
recettore. Ad esempio, la Tricostatina A (TSA) determina nella linea cellulare di carcinoma 
mammario triplo-negativa MDA-MB231, che non esprime il recettore α per gli estrogeni 
(ERα), la riespressione dell’mRNA codificante tale recettore e della proteina stessa. Tale 
effetto risulta più marcato quando il TSA è impiegato in associazione con l’agente 
demetilante 5-aza-2-deossicitidina (Stearns et al., 2007). Studi condotti presso i laboratori di 
Biochimica del Policlinico di Palermo dal gruppo di ricerca coordinato dal Prof. Giovanni 
Tesoriere, hanno evidenziato che un altro inibitore delle deacetilasi istoniche, l’Acido 
Idrossamico Suberoilanilide (SAHA), sensibilizza le cellule MDA-MB231 e le cellule ER+ 
MCF-7 all’azione del ligando TRAIL, mediante il decremento della proteina c-FLIP 
(Lauricella et al., 2012). 
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4. IL SAHA: UN INIBITORE DELLE DEACETILASI ISTONICHE 
L’organizzazione strutturale del DNA all’interno delle cellule eucariotiche influenza l’attività 
trascrizionale dei geni. Infatti nelle cellule eucariotiche il DNA è compartimentalizzato nel 
nucleo sotto forma di cromatina, complesso altamente organizzato ed estremamente dinamico 
che è costituito da DNA, istoni e proteine non istoniche. L’unità fondamentale della cromatina 
è il nucleosoma, un ottamero istonico circondato da 146 bp di DNA costituito da due istoni 
H2A, due istoni H2B, due istoni H3 e due istoni H4. Gli istoni H3 e H4 formano due 
eterodimeri (H3-H4) che si associano dando origine ad un tetramero. H2A e H2B formano 
anch’essi eterodimeri che però non tetramerizzano (De Ruijter et al., 2003). La cromatina 
costituisce una piattaforma su cui convergono molteplici segnali biologici che, una volta 
integrati, determinano risposte molecolari essenziali per una corretta regolazione 
dell’espressione genica. In accordo con ciò, molteplici processi cellulari, come la 
proliferazione e il differenziamento, vengono influenzati da variazioni della struttura 
cromatinica. I cambiamenti nell’organizzazione della cromatina sono mediati da modifiche 
delle code N-terminali degli istoni attraverso diversi meccanismi come l’acetilazione, la 
metilazione, la fosforilazione e l’ubiquitinazione (Hess-Stumpp, 2005). Uno tra gli effetti 
regolatori dell’espressione genica più studiato e sicuramente meglio caratterizzato è 
l’acetilazione delle proteine istoniche, processo intimamente accoppiato a varie funzioni 
cellulari, quali il riconoscimento del DNA da parte di proteine, le interazioni tra le stesse e la 
stabilità proteica. Due famiglie d’enzimi, le HAT (Histone Acetyl Trasferase)  e le HDAC 
(Histone Deacetyl Trasferase), catalizzano le reazioni reversibili di acetilazione-
deacetilazione a livello di residui lisinici di molecole istoniche e non istoniche. Le HAT  
trasferiscono gruppi acetilici dall’Acetil Co-enzima A ai residui di lisina delle code N-
terminali degli istoni; in tal modo neutralizzano la carica positiva dei residui di lisina e 
promuovono uno stato rilassato o “aperto” della cromatina, rendendola accessibile ai fattori di 
trascrizione. Le HDAC, di contro, rimuovono i gruppi acetilici dai residui di lisina, 
promuovendo una struttura condensata o “chiusa” della cromatina, impedendo così l’accesso 
del complesso trascrizionale alle sequenze del DNA (Marks e Jiang, 2005; Emanuele et al., 
2008). Nell’uomo sono state identificate 18 diverse HDAC che non presentano ridondanza 
nell’espletamento della loro funzione. Undici delle HDAC sono zinco dipendenti, classificate 
sulla base dell’omologia con le HDAC di lievito: la Classe I comprende le HDAC 1, 2, 3, e 8; 
la Classe IIA comprende HDAC 4, 5, 7 e 9; la Classe IIB, HDAC 6 e 10; la Classe IV, la 
HDAC11. La Classe III include le sirtuine 1-7, che hanno un requisito assoluto per NAD+, 
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non sono zinco dipendenti e generalmente non sono inibite da composti che inibiscono le 
deacetilasi zinco dipendenti (Marks e Xu, 2009).  
In cellule normali esiste un equilibrio tra le attività di HAT ed HDAC e ciò risulta in specifici 
profili cellulari d’espressione genica; al contrario, un’alterazione di tale equilibrio può essere 
alla base di alcune trasformazioni neoplastiche. È infatti in aumento il numero di patologie 
umane, di tipo sia neoplastico che sindromico, la cui causa molecolare accertata risiede in 
mutazioni dei geni che codificano per proteine appartenenti, appunto, ai complessi di 
rimodellamento della cromatina (Kouraklis e Theocharis, 2006). Diverse forme tumorali, 
come il carcinoma gastrico, alla prostata e al colon sono caratterizzate da un’overespressione 
o da un aberrante reclutamento delle HDAC, con conseguente ipoacetilazione degli istoni e 
repressione genica. Alcune forme di cancro al colon presentano livelli elevati di HDAC2 e 
HDAC3, che sono associate alla comparsa di lesioni precancerose. Alti livelli di HDAC1 
sono stati osservati nel carcinoma gastrico, mentre alcune forme di carcinoma mammario 
presentano elevati livelli di HDAC1 e HDAC3. Un esempio relativo, invece, ad alterato 
reclutamento delle HDAC è rappresentato dal fattore di trascrizione BCL-6 che risulta 
overespresso nel linfoma diffuso a grandi cellule B e che è in grado di reclutare HDAC2. 
Mutazioni strutturali delle HDAC sembrano invece essere piuttosto rare nel cancro; è stata 
riscontrata solo una mutazione tronca di HDAC2 nelle linee cellulari di carcinoma del colon e 
dell’endometrio (Dokmanovic et al., 2007; Marks e Jiang, 2005). Le HDAC rappresentano 
così un possibile bersaglio per la terapia antitumorale. A tale riguardo, è stato osservato che 
diversi composti sono in grado di inibire l’attività delle HDAC, favorendo uno stato acetilato 
e quindi decondensato della cromatina, che determina l’espressione di geni in grado di indurre 
l’arresto della crescita cellulare e la morte per apoptosi in cellule tumorali (Frew et al., 2009; 
Xu et al., 2007). In un primo momento, si riteneva che gli inibitori delle deacetilasi istoniche 
(HDACi) modificassero l’espressione di un piccolo numero di geni (2-10%); recenti studi 
effettuati mediante l’impiego di microarrays, però, hanno indicato che gli HDACi modificano 
l’espressione di circa il 22% di geni. Diversi dati sperimentali hanno già dimostrato che gli 
HDACi risultano efficaci, sia da soli che in combinazione con altri agenti antitumorali, 
soltanto in cellule tumorali, senza mostrare particolari effetti avversi in quelle normali. Il 
potenziale antitumorale degli inibitori delle HDAC deriva infatti dalla loro capacità di 
interferire con diversi processi cellulari, generalmente non più controllati nelle cellule 
neoplastiche. Nella maggior parte dei casi l’attività antitumorale risiede nella capacità di 
attivare programmi di differenziamento, di inibire la progressione del ciclo cellulare e di 
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indurre apoptosi. Inoltre sembra essere molto importante anche la capacità di attivare la 
risposta immunitaria e l’inibizione dell’angiogenesi. Gli HDACi, quindi, favorendo una 
conformazione rilassata della cromatina, possono favorire l’accesso da parte di diversi agenti 
antitumorali direttamente al DNA. Ad esempio, nella leucemia promielocitica acuta, dove si 
osserva un aberrante reclutamento delle HDAC a livello della sequenza codificante la proteina 
di fusione PML-RARα, è stata studiata l’associazione degli HDACi con l’acido trans-
retinoico; tale associazione risulta efficace in modelli pre-clinici sia in vitro che in vivo. Gli 
HDACi sono anche in grado di esplicare notevoli effetti sinergici quando usati in 
combinazione con agenti chemioterapici tra cui le antracicline, il carboplatino e i taxani; 
inibitori delle topoisomerasi, quali l’Etoposide, la Doxorubicina e l’Ellipticina; analoghi dei 
nucleotidi che interferiscono con i meccanismi di replicazione del DNA, come la Gemcitabina 
e la Fludarabina; inibitori delle chinasi, come l’lmatinib; inibitori del proteasoma, come il 
Bortezomib; induttori di apoptosi, come il TRAIL; anticorpi monoclonali diretti contro 
l’EGFR-1, come il Trastuzumab, o contro il CD20, come il Rituximab; inibitori dell’EGFR, 
come l’Erlotinib; inibitori delle CDK, come il Flavopiridolo; inibitori della PI3K, come 
LY294002; inibitori delle MEK 1/2, come il PD184352; inibitori del fattore NF-kB, come il 
BAY-117082 (Emanuele et al., 2008; Codd et al., 2009; Siegel et al., 2009; Richon et al., 
2009; Carlisi et al., 2009). Inoltre, sembra essere di notevole interesse lo studio del legame 
esistente tra la deacetilazione degli istoni e la metilazione del DNA in prossimità dei 
promotori dei geni. La metilazione del DNA, infatti, facilita il legame delle HDAC a livello 
del promotore, promuovendone così la deacetilazione. Pertanto, nei trilas clinici vengono 
spesso impiegate combinazioni di HDACi e agenti demetilanti; un esempio è rappresentato 
dal trattamento con decitabina e vorinostat dei pazienti affetti da leucemie acute (Brodská et 
al., 2013). 
Tutti gli HDACi, strutturalmente, hanno in comune tre caratteristiche: un dominio di legame 
allo ione Zinco (II), una regione “capping” all’estremità opposta ed una catena alchile, vinile 
o arile che connette le due regioni, la quale si inserisce nel tunnel idrofobico delle HDAC 
(Marks e Xu, 2009). Gli inibitori delle HDAC Zinco-dipendenti possono essere classificati in 
sei grandi gruppi: gli acidi grassi a catena corta, come il Sodio Butirrato (NaB) e l’Acido 
Valproico (VPA); gli acidi idrossammici, come la Tricostatina A (TSA), il SAHA, l’ITF2357, 
il Panobinostat, il PCI-24781; gli epossichetoni, come il Trapoxin e l’HC-toxin; i tetrapeptidi 
ciclici, come l’Apicidina e il Depsipeptide; gli epossidi, come il Depudecin e le benzamidi, 
come l’Entinostat (MS27-275) e l’MGCD0103 (Lane e Chabner, 2009; Tan et al., 2010). 
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Molti di questi HDACi sono impiegati in  diversi trials clinici, da soli o in associazione con 
altri composti antitumorali. Tali HDACi, che agiscono sulle HDAC di classe I e II, non 
mostrano però alcun effetto sulle HDAC di classe III, per le quali  sono stati sviluppati 
specifici inibitori come il Sirtinol (Sir2 inhibitor naphtol).   
Gli acidi idrossammici rappresentano ad oggi la classe più efficace di HDACi, in quanto sono 
in grado di agire a basse concentrazioni, inducendo in cellule tumorali l’arresto del ciclo 
cellulare, l’apoptosi e il differenziamento (Monneret, 2005; Oger et al. 2010). Il SAHA 
(Suberoylanilide hydroxamic acid), noto anche come Vorinostat o Zolinza, è un acido 
idrossammico sintetico la cui struttura è simile alla Tricostatina A, un composto prodotto 
naturalmente da ceppi selezionati di Streptomyces platensis, Streptomyces hygroscopicus Y-50 
o Streptomyces siovaensis. Studi di cristallografia a raggi X condotti mediante l’impiego della 
proteina di origine batterica HDLP (HDAC-like protein) o, più di recente, dell’HDAC8 di 
origine umana, hanno evidenziato che il SAHA mostra tre motivi strutturali: il gruppo 
idrossammico, il quale chela lo ione Zinco (II); la catena “linker” contenente sei atomi di 
carbonio, la quale si  inserisce nella tasca dell’enzima; e il gruppo fenile, che riconosce la 
superficie del sito catalitico (Kouraklis e Theocharis, 2006). Il SAHA è in grado di inibire le 
HDAC di classe I, HDAC1, 2, 3 e 8, le HDAC di classe II, HDAC6 e 10, e HDAC 11; esso 
non agisce invece sulle HDAC4, 5, 7 e 9 a concentrazioni clinicamente rilevanti. La proprietà 
del SAHA di indurre differenziamento in cellule murine di eritroleucemia (MEL) è stata 
riportata per la prima volta nel 1996 (Codd et al., 2009); dieci anni dopo, nell’Ottobre del 
2006, il SAHA fu il primo HDACi ad essere approvato dalla FDA (Food and Drug 
Administration) per il trattamento di forme avanzate del linfoma cutaneo a cellule T (CTCL) 
(Mark et al., 2000; Batty et al., 2009). Dal punto di vista farmacologico, è stato osservato che 
il SAHA presenta un’emivita relativamente breve nel plasma, di circa 2 h; nonostante ciò, 
l’accumulo di istoni acetilati nelle cellule periferiche del sangue continua per oltre 10 h dopo 
somministrazione orale. La massima dose tollerata (MTD) della formulazione orale è 400 
mg/d per somministrazione continua e gli effetti collaterali, quali anoressia, 
mielosoppressione, affaticamento, diarrea e nausea risultano immediatamente reversibili in 
seguito alla sospensione del farmaco (Karagiannis e El-Osta, 2007; Lane e Chabner, 2009). 
Risultati ottenuti  in trials clinici di fase II hanno dimostrato l’efficacia del SAHA nel 
trattamento del cancro alla testa e al collo, del linfoma diffuso a grandi cellule B (DLBCL), 
del glioblastoma multiforme (GBM), del cancro alla prostata refrattario agli ormoni, del  
carcinoma del seno, del Linfoma Non-Hodgkin (NHL), del Linfoma Hodgkin, del cancro al 
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polmone non a piccole cellule (NSCLC), del carcinoma del colon-retto e del carcinoma 
ovarico (Siegel et al., 2009). Il SAHA agisce  inducendo l’arresto del ciclo cellulare in fase 
G1 o G2/M; esso determina infatti un incremento dell’espressione di geni come 
p21WAF1/CIP1. In particolare, causa specifiche modificazioni nel pattern di acetilazione 
delle lisine degli istoni H3 e H4 associati al promotore del gene p21. Queste evidenze 
suggeriscono che il SAHA ha un effetto specifico sulla trascrizione di quel gene (Kelly e 
Marks, 2005). Il SAHA è in grado di agire incrementando l’espressione di altri inibitori delle 
chinasi ciclina-dipendenti come p27Kip1 (Richon et al., 2000); inoltre, è stato osservato che il 
SAHA favorisce uno stato ipofosforilato della pRb (Huang e Pardee, 2000). Il SAHA è anche 
in grado di attivare i pathways intrinseco ed estrinseco dell’apoptosi in cellule trasformate 
(Carlisi et al., 2009; Emanuele et al., 2007; Bali et al., 2005; Mitsiades et al., 2005). 
Recentemente è stato descritto il meccanismo apoptotico indotto dal SAHA  in cellule di 
epatocarcinoma (Emanuele et al., 2007). In queste cellule, il SAHA è in grado di indurre la 
via estrinseca dell’apoptosi, incrementando l'espressione sia di FasR che di FasL e la 
produzione della caspasi-8 e di t-Bid e contemporaneamente la via intrinseca dell’apoptosi 
incrementando l’espressione dei membri pro-apoptotici della famiglia Bcl-2, come isoforme 
di Bim e Bcl-Xs, che è un’ isoforma derivata dallo splicing alternativo del trascritto di Bcl-X. 
E’ stato anche dimostrato che nelle cellule di epatocarcinoma il SAHA interagisce 
sinergicamente con il Bortezomib un inibitore del proteasoma con un complesso meccanismo 
pleiotropico. E’ importante sottolineare che né il solo SAHA nè la combinazione 
SAHA/Bortezomib ha dimostrato di esercitare alcun effetto avverso sugli epatociti primari 
umani (Emanuele et al., 2007). Il SAHA è anche in grado di agire sinergisticamente con altri 
composti quali gli inibitori della topoisomerasi II in molte linee cellulari cancerose (Guerrant 
et al., 2012) e di sensibilizzare cellule di carcinoma mammario ER+ come le MCF-7 e triplo 
negative come le MDA-MB231 all’azione del ligando TRAIL (Lauricella et al., 2012).  
Il SAHA può causare la morte cellulare determinando anche alterazioni nel pathway mitotico. 
Infatti, esso, favorendo uno stato acetilato degli istoni, provoca alterazioni nella struttura e 
nella funzione dei centromeri e dell’eterocromatina pericentrica. Inoltre, il SAHA induce la 
degradazione di due serina-treonina chinasi mitotiche, Aurora A e Aurora B, determinando 
così  un transiente arresto delle cellule in prometafase, seguito dalla morte cellulare per 
apoptosi o per catastrofe mitotica (Zhang et al., 2008).   
Il SAHA è anche in grado di bloccare sia l’angiogenesi, decrementando l’espressione di 
fattori pro-angiogenici, come HIF-1α (Hypoxia Inducible Factor-1) e VEGF, che l’invasività, 
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riducendo i livelli delle metalloproteasi (MMPs) (Emanuele et al., 2008, Heider et al., 2006). 
In cellule di adenocarcinoma del colon, è stato osservato che il SAHA è in grado di esercitare 
la sua azione citotossica anche mediante induzione di stress ossidativo incrementando la 
produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS); e tale evento è inibito dall’impiego della 
N-acetilcisteina (NAC) (Portanova et al., 2008). In cellule leucemiche Jurkat è stato 
dimostrato che il SAHA stimola la produzione di ROS poiché determina incrementata 
espressione della catepsina D, una proteasi presente a livello lisosomale e decremento 
dell’enzima tioredossina (TRX) che è substrato della catepsina D ed è uno scavenger 
endogeno dei ROS (Li et al, 2010). L’incremento dei ROS è inoltre favorito dalla capacità del 
SAHA di indurre l’espressione della proteina TBP-2 (Thioredoxin Binding Protein-2), la 
quale inibisce l’attività della TRX (Butler et al., 2002; Marks et al., 2005). Osservazioni 
sperimentali hanno dimostrato che il SAHA è in grado di acetilare, oltre alle proteine 
istoniche, anche alcune proteine non istoniche. Tra queste troviamo p53 (Carlisi et al., 2008), 
la quale induce  il processo apoptotico, e HSP90 (Mühlenberg et al., 2009), la quale regola 
diverse proteine coinvolte nell’apoptosi e nel controllo del ciclo cellulare. Il SAHA è inoltre 
in grado di indurre pathways di morte alternativi, come l’autofagia, un particolare 
meccanismo di morte cellulare caratterizzato dall’accumulo di fagolisosomi (Hrzenjak et al., 
2008; Yamamoto et al., 2008). Il SAHA in particolare induce autofagia sia in cellule di 
epatocarcinoma umano che in cellule di sarcoma stromale dell’endometrio inibendo il 
pathway di sopravvivenza Akt/mTOR, downregolando l’espressione sia di mTOR che della 
proteina ribosomale fosfo-S6 posta a valle di tale pathway (Liu YL et al., 2010; Hrzenjak et 
al., 2008). L'autofagia è un evento chiave che risulta spesso associato anche alla 
sopravvivenza cellulare, a tale proposito è stato osservato che il SAHA in fibroblasti 
embrionali e in cellule di glioblastoma induce un meccanismo autofagico che ostacola la 
morte cellulare mediante inibizione di mTOR il quale una volta inattivo determina lo stato 
defosforilato e quindi funzionale del complesso serina/treonina chinasi contenente ULK1/2, 
ATG13 e FIP200 (Gammoh et al., 2012). In cellule leucemiche Jurkat il SAHA induce 
autofagia in quanto inibisce il pathway Akt/mTOR poiché determina fosforilazione su S473 di 
Akt e su S2448 di mTOR, promuove la conversione della proteina LC3-I in LC3-II e 
l’attivazione di alcuni fattori protagonisti dell’evento autofagico fondamentali per la 
formazione dell’autofagosoma come la beclina-1, il complesso Atg12-Atg5 e Atg7 (Li et al., 
2010) .  
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5. IL PARTENOLIDE 
I Sesquiterpeni lattoni (SLS) sono una sottofamiglia dei terpenoidi e costituiscono un gruppo 
ampio e diversificato di sostanze chimiche vegetali, biologicamente attive, estratte 
principalmente dalle Asteraceae. Si tratta di composti stabili, incolori, di sapore amaro e con 
caratteristiche lipofile (Ghantous et al., 2010). Questi composti sono noti possedere un'ampia 
varietà di attività biologiche e farmacologiche correlate all’azione anti-microbica, citotossica, 
anti-infiammatoria, anti-virale, anti-batterica, anti-micotica e anti-cancro (Kreuger et al., 
2012). E’ ormai noto da tempo il loro impiego nelle pratiche medicinali tradizionali per il 
trattamento di stati febbrili, emicrania, disturbi gastrici, mal di denti, artrite reumatoide, 
irregolarità mestruali ed altri stati infiammatori (Mathema et al., 2012). I SLS sono composti 
a 15 atomi di carbonio, costituiti da tre unità isopreniche e un gruppo lattone (estere ciclico). 
Un'importante caratteristica dei SLS, che rappresenta la porzione attiva della molecole, è la 
presenza di un anello γ-lattone (chiuso verso o C-6 o C-8), contenente, in molti casi, un 
gruppo α-metilene. La presenza di questo raggruppamento funzionale è intrinsecamente 
connesso con la citotossicità (Ghantous et al., 2010). Tramite i gruppi α-metilene-γ-lattone, 
questi elementi strutturali reagiscono con i gruppi nucleofili, i più reattivi dei quali sono i  
gruppi tiolici, come i residui aminoacidici di cisteina presenti nelle proteine e il glutatione 
(GSH) intracellulare libero. Tali interazioni portano alla riduzione di attività enzimatiche ed 
interferiscono col metabolismo del GSH e l’equilibrio redox, essenziale per la sopravvivenza 
della cellula (Ghantous et al., 2013). Recentemente i SLS sono stati introdotti in trials clinici 
oncologici grazie alla loro proprietà di eliminare selettivamente le cellule tumorali e le cellule 
staminali cancerose (CSCs), risparmiando quelle normali. Il trattamento della malattia 
tumorale con questi composti si è dimostrato efficace, dal momento che la massa tumorale 
viene ridotta e la crescita delle cellule staminali cancerose viene inibita. Attualmente i SLS 
coinvolti negli studi clinici sono l’Artemisina, la Tapsigargina ed il Partenolide (Kreuger et 
al., 2012). 
Notevole interesse suscita oggi il Partenolide (PN), un composto di origine naturale, estratto 
dall’erba medicinale Tanacetum parthenium, nota anche come “feverfew”. Si tratta di un noto 
antinfiammatorio, impiegato da lungo tempo per alleviare sintomatologie dolorose, come le 
emicranie (Johnson et al., 1985; Pareek et al., 2011), ma anche disturbi gastrici, irregolarità 
mestruali, febbre e artrite reumatoide (Pareek et al., 2011; Mathema et al., 2012). Numerosi 
studi hanno dimostrato che il PN possiede anche attività antimicrobica e antivirale ma 
soprattutto anticancerosa nei confronti di una vasta gamma di tumori quali la leucemia 
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mieloide acuta, il carcinoma del seno, del polmone e della prostata (Guzman et al., 2005; 
Nakshatri et al., 2004; Zhang et al., 2009; Sun et al., 2007).  
Dal punto di vista molecolare l’azione antinfiammatoria del PN è stata correlata all’inibizione 
della fosfolipasi A2 (Makheja et al., 1982), a cui consegue la riduzione della produzione di 
prostaglandine a partire dall’acido arachidonico (Collier et al., 1980). Inoltre è stato 
dimostrato che il PN è in grado di inibire la 5-lipossigenasi (Sumner et al., 1992), le forme 
inducibili della ciclossigenasi (Hwang et al., 1996) e dell’ossido nitrico sintetasi, (Fukuda et 
al., 2000), contribuendo ulteriormente all’effetto antiflogistico. È stato osservato che il PN 
esplica la propria attività antinfiammatoria anche inibendo la secrezione dei mediatori pro-
infiammatori indotti dal lipopolisaccaride: TNF-α e IL-6 (Sobota et al., 2000). Target 
molecolare del PN è anche il fattore di trascrizione NF-kB che può svolgere un ruolo chiave 
nella tumorigenesi di alcune forme neoplastiche umane. Alcuni studi hanno, per esempio, 
messo in evidenza come la via di trasduzione del segnale di NF-kB sia costitutiva in alcune 
forme tumorali, quali carcinoma mammario, carcinoma al colon, linfoma di Hodgkin. Questi 
dati sono supportati da osservazioni sperimentali che mostrano come NF-kB possa regolare 
l’espressione di geni anti-apoptotici coinvolti nel cancro (Wu e Kral, 2005). Pertanto, 
l’inibizione di NF-kB è diventata una strategia di primario interesse nella ricerca oncologica. 
NF-kB è un fattore di trascrizione ubiquitariamente espresso, che regola svariate funzioni 
vitali per la cellula, quali il ciclo cellulare, il differenziamento, la proliferazione. Esso è anche 
in grado di operare un controllo della risposta immunitaria e dell’infiammazione (Pajak et al., 
2008). NF-kB può essere costituito da omo- o eterodimeri dei  membri appartenenti alla 
famiglia di Rel, tra cui: Rel A (p65), Rel B e c-Rel. NF-kB è mantenuto inattivo nel 
citoplasma grazie alle proteine IkBs che mascherano la sua sequenza di localizzazione 
nucleare. La fosforilazione di IkB, da parte della chinasi IKK (etero dimero costituito da due 
sub unità catalitiche IKKα e IKKβ e dalla sub unità regolatrice IKKγ) sul dominio citosolico e 
la sua successiva ubiquitinazione e degradazione nel proteosoma, determinano l’attivazione di 
NF-kB che trasloca nel nucleo e, in seguito al legame con il promotore di NF-kB, attiva la 
trascrizione dei geni da esso controllati (Sarkar e Li, 2008). NF-kB è attivato in seguito a 
diversi stimoli pro-apoptotici, quali TNF-α, farmaci citotossici, radiazioni ionizzanti e stress 
ossidativo. In risposta a tali segnali, NF-kB trasloca al nucleo e regola l’espressione di alcuni 
geni anti-apoptotici. Tali geni bersaglio includono quelli che esprimono il fattore 1 associato 
al recettore per TNF-α (TRAF1), TRAF2, le cIAP, la manganese superossido dismutasi 
(MnSOD), A20 e IEX-1L. Inoltre, controlla l’espressione di Bfl1/A1 e Bcl-xL, due proteine 
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anti-apoptotiche appartenenti alla famiglia di Bcl-2 (Wang et al., 2002). Tra i target 
trascrizionali di NF-kB vi sono anche fattori coinvolti nella invasività cellulare come MMP-2 
ed MMP-9, nell’angiogenesi come VEGF (Oka et al., 2007; Shibata et al., 2002) e vi è anche 
la proteina antiapoptotica c-FLIP (FLICE-inhibitory protein), che inibisce la pro-caspasi 8, 
una caspasi iniziatrice, impedendone l’attivazione. È stato osservato che il PN determina una 
riduzione di entrambe le isoforme di c-FLIP (short e long) (Kwok et al., 2001). 
Le modalità attraverso le quali il PN è in grado di inibire la via di segnalazione mediata da 
NF-kB sono essenzialmente due: 1) in modo indiretto, tramite l’inibizione del complesso IKK 
(Hehner et al., 1998), 2) in modo diretto, tramite l’inibizione della sub unità Rel-A/p65. Nel 
primo caso, secondo alcuni studi, il PN interagirebbe direttamente con IKK β, legando la 
cisteina 179 presente nel sito di attivazione, questa attività è attribuita alla porzione α-
metilene-γ-lattone del PN (Kwok et al., 2001). Mediante tale inibizione il PN previene quindi 
la proteolisi di IKB α e β da parte del proteasoma 26S, mantenendo NF-kB nel citoplasma 
(Hehner et al., 1998). È stato inoltre ipotizzato che un altro target del PN possa essere 
rappresentato anche dalla subunità regolatrice IKKγ (Hehner et el., 1999). Nel secondo caso, 
altri studi hanno evidenziato un meccanismo di inibizione diretta di NF-kB da parte del PN; 
dovuto ad una diretta interazione del PN con una cisteina presente nel sito di attivazione della 
subunità p65 (Kwok et al., 2001).  
Un altro meccanismo tramite il quale il PN esercita la sua azione antinfiammatoria ed 
antitumorale è l’inibizione delle proteine STATs (Signal Transducers and Activators of 
Transcription), fattori di trascrizione che mediano diverse funzioni biologiche come la 
proliferazione cellulare, l’apoptosi, il differenziamento, l’infiammazione e la risposta immune 
(Meyer e Vinkemeier, 2007). Queste proteine, soprattutto l’isoforma STAT-3, sono 
costitutivamente attive, a causa della persistente fosforilazione delle loro tirosine in numerose 
forme tumorali, quali leucemia, mieloma multiplo (Ferrajoli et al., 2006), carcinoma della 
mammella (Sheen-Chen et al., 2007), carcinoma della prostata (Bromberg, 2002), tumore del 
colon retto (Ma et al., 2004) e carcinoma epatocellulare (Carlisi et al., 2011). Ciò può essere  
dovuto a diversi meccanismi: la deregolazione dell’attività  delle chinasi che fosforilano 
questi fattori di trascrizione (JAKs, TYK), o l’inibizione dei regolatori negativi delle STATs: 
fosfatasi, soppressori del segnale delle citochine (SOCS), PIAS (Protein Inhibitors of 
Activated STATs) (Ma et al., 2004). È stato ipotizzato che il PN possa avere un effetto 
inibitorio su JAK, coniugandosi con i suoi gruppi SH (Sobota et al., 2000). L’inibizione di 
questa chinasi impedisce la fosforilazione di STAT-3 a livello della tirosina 705, prevenendo 
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la dimerizzazione di questo fattore, la sua traslocazione nel nucleo e l’attivazione della 
trascrizione dei suoi geni target. In particolare STAT-3 regola la trascrizione dei geni 
coinvolti nella  proliferazione cellulare (c-Myc, Ciclina D1, D2, Ciclina E, p21-waf1), geni 
codificanti per proteine anti-apoptotiche (Mcl-1, XIAP, Bcl-XL, survivina, Bcl-2), e fattori 
che promuovono l’angiogenesi (VEGF). Studi condotti in precedenza presso i laboratori di 
Biochimica del Policlinico di Palermo, dove ho sviluppato la mia tesi, hanno dimostrato che il 
PN è in grado di determinare un notevole decremento delle forme fosforilate di STAT-3 e 
STAT-1 in cellule di epatocarcinoma umano HepG2, Hep3B ed SK-Hep1 rendendole così 
sensibili alla morte per apoptosi indotta dal ligando TRAIL (Carlisi et al., 2011).  
Un altro noto target del PN è rappresentato dalla c-Jun N-terminal kinase (JNK) (Nakshatri et 
al., 2004; Mathema et al., 2012; Pareek et al., 2011). Questa chinasi, attivata in risposta allo 
stress cellulare, è implicata nell’innesco sia dell’evento apoptotico (Dhanasekaran e Reddy, 
2008; Varfolomeev e Ashkenazi, 2004), sia dell’evento necrotico (Shen e Liu, 2006; Ventura 
et al., 2004). L’attivazione di JNK da parte del PN può essere diretta, per interazione 
molecolare con il PN, oppure può dipendere dall’inibizione di NF-kB (Zhang et al., 2004a) o 
dalla produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS) (Shanmugam et al.; 2010). È ben noto 
infatti, che il PN determina in molte linee cellulari un notevole incremento dei ROS, con 
conseguente induzione di stress ossidativo e morte cellulare. Questo evento si esplica sia 
mediante l’attivazione di sistemi deputati alla produzione dei ROS, sia mediante la deplezione 
dei sistemi antiossidanti. Infatti il PN è in grado di interagire con la tioredoxina, la 
glutammato cisteina-ligasi, la glutatione perossidasi e il GSH, riducendo i loro livelli. Questo 
evento dipenderebbe da un’interazione diretta del gruppo esometilene e dell’anello epossido 
del PN, con i gruppi SH (Pei e Jordan, 2012). Altri dati in letteratura hanno invece 
documentato che l’incremento dei ROS indotto dal PN è mediato in diverse linee di cellule 
tumorali, quali cellule di carcinoma prostatico (Sun et al., 2010) e mieloma multiplo (Wang et 
al., 2006), dall’attivazione dell’enzima NADPH ossidasi. Nelle cellule di carcinoma 
prostatico è stato dimostrato anche che il PN può determinare la fosforilazione del fattore di 
trascrizione FOXO3a con conseguente caduta dei  livelli di alcuni suoi target, ed in particolare 
di proteine antiossidanti quali la catalasi e la MnSOD (Sun et al., 2010). Infine nella 
produzione dei ROS indotta dal PN può avere un ruolo di  rilievo anche il mitocondrio. È 
stato evidenziato infatti che il PN determina effetti a livello mitocondriale, che si 
accompagnano spesso a dissipazione del potenziale di membrana mitocondriale ed al rilascio 
nel citoplasma di proteine pro-apoptotiche, come il citocromo c e Smac/DIABLO (Zhang et 
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al., 2004 b). Inoltre studi condotti  in precedenza presso i laboratori di Biochimica dove ho 
svolto questa tesi hanno dimostrato che in cellule di osteosarcoma umano MG63 e melanoma 
umano SK-MEL-28 il PN induce produzione di ROS a livello mitocondriale, evento che viene 
contrastato da inibitori della catena respiratoria quali il rotenone e l’FCCP (D’Anneo et al., 
2013a).  
Tramite i meccanismi precedentemente descritti il PN può determinare morte delle cellule 
tumorali, sia mediante eventi caspasi dipendenti quali l’apoptosi, sia caspasi indipendenti 
quali la necrosi (Pozawroski et al., 2003; D’Anneo et al., 2013a,b). Il PN è in grado di attivare 
sia la via estrinseca, sia la via intrinseca dell’apoptosi (Suvannasankha et al., 2008). Per 
esempio, in seguito all’inibizione di NF-kB, il PN può determinare una caduta dei livelli della 
proteina c-FLIP, noto inibitore della caspasi 8, favorendo l’attivazione della via estrinseca 
(Suvannasankha et al., 2008). Inoltre, presso gli stessi laboratori, è stato dimostrato che il PN 
può incrementare i livelli dei recettori di morte DR4 e DR5, tramite l’inibizione del fattore di 
trascrizione STAT-3 (Carlisi et al., 2011). Il PN può anche attivare la via intrinseca tramite la 
produzione dei ROS (Wen et al., 2002), l’inibizione di NF-kB (Zhang et al., 2009) e delle 
proteine STATs (Mathema et al., 2012). L’inibizione di questi fattori di trascrizione determina 
una riduzione dei livelli di proteine anti-apoptotiche quali Bcl-XL e Bcl-2, spostando 
l’equilibrio tra fattori anti-apoptotici e pro-apoptotici della famiglia Bcl-2 a favore dei membri 
pro-apoptotici. Queste proteine formano dei pori nella membrana mitocondriale, 
determinando la liberazione nel citoplasma di fattori pro-apoptotici, come il citocromo c. La 
liberazione del citocromo c consente la formazione dell’apoptosoma, e quindi l’attivazione 
della caspasi 9, con conseguente innesco dell’apoptosi (Suvannasankha et al., 2008).  Inoltre il 
PN induce il taglio proteolitico delle proteine Bid e XIAP (Suvannasankha et al., 2008). La 
proteina pro-apoptotica Bid tronca favorisce la formazione di pori nella membrana 
mitocondriale. La proteina XIAP invece è un inibitore delle caspasi, che in seguito al taglio 
proteolitico viene inattivato, consentendo l’attivazione di queste proteasi. È stato riportato 
pertanto, che in alcuni sistemi tumorali l’effetto del PN è caspasi-dipendente, in particolare il 
PN è in grado di incrementare l’attività delle caspasi 8, 3 e, in misura minore della 9 
(Suvannasankha et al., 2008).   
In alcune linee cellulari il PN può determinare invece eventi di tipo necrotico. Studi condotti 
presso i laboratori dove ho sviluppato la mia tesi hanno evidenziato che in cellule di 
osteosarcoma umano MG63 e in cellule di melanoma umano SK-MEL-28 il PN determina un 
evento di morte caspasi-indipendente, nel quale un ruolo chiave viene svolto dallo stress 
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ossidativo e dalla proteina AIF (D’Anneo et al., 2013a). Inoltre alcuni studi dimostrano che il 
PN è in grado di indurre sia l’apoptosi, sia la necrosi nelle cellule Jurkat (linfociti T 
immortalizzati) e in cellule leucemiche (Pozawroski et al., 2003). Infatti, in seguito al 
trattamento, una parte delle cellule va incontro ad un evento apoptotico classico, negli altri 
elementi cellulari si osserva invece una rapida perdita d’integrità della membrana, assenza di 
frammentazione del DNA e mancata attivazione delle caspasi (Pozawroski et al., 2003).    
Le proprietà antitumorali del PN sono state anche attribuite al suo ruolo di modulatore del 
codice epigenetico. I meccanismi epigenetici sono frequentemente alterati nelle cellule 
cancerose e alcuni tumori presentano modifiche aberranti degli istoni, esprimono elevati 
livelli di attività della deacetilasi istonica 1 (HDAC1) e sono molto più sensibili all’azione 
degli inibitori delle deacetilasi istoniche rispetto alle cellule normali (Ghantous et al., 2010). Il 
PN è in grado di ridurre l’espressione della proteina HDAC1 determinandone la degradazione 
da parte del proteasoma, senza inibire l’azione delle HDACs di classe I/II (Gopal et al., 2007). 
Il PN, ad esempio, attraverso questa inibizione, promuove la trascrizione del gene p21, un 
inibitore del complesso chinasi ciclino-dipendente, determinando l’arresto del ciclo cellulare 
(Ghantous et al., 2010). E’ stato anche evidenziato che il ruolo del PN, come rimodellatore del 
codice epigenetico, si espleta anche sulla metilazione del DNA. Diversi tipi di tumore hanno 
elevati livelli di DNA metil trasferasi quali la DNMT1 e la DNMT3b. Questo determina 
ipermetilazione delle isole CpG dei promotori di alcuni geni che codificano per tumor 
suppressors determinando un loro silenziamento in alcune forme tumorali (Ghantous et al., 
2010). Il PN induce ipometilazione del DNA in vitro ed in vivo inibendo in modo specifico 
l’attività di DNMT1 grazie al legame covalente tra il suo gruppo α-metilene-γ-lattone e la 
cys1226 del gruppo tiolico funzionale posto nel sito catalitico dell’enzima (Ghantous et al., 
2010). Queste principali caratteristiche, fanno del PN l'agente anti-cancro ideale, è stato infatti 
dimostrato che tale composto è in grado di esplicare il suo potenziale antineoplastico in un 
ampio spettro di forme tumorali quali: osteosarcoma (D’Anneo et al., 2013a); melanoma 
(D’Anneo et al., 2013a); cancro renale (Oka et al., 2007); cancro al seno, cancro della cervice 
uterina (Wu et al., 2006); carcinoma pancreatico (Liu JW et al., 2010); cancro al colon-retto, 
epatocarcinoma, carcinoma intraepatico biliare (Carlisi et al., 2011); carcinoma prostatico 
(Sun et al., 2007) e carcinoma polmonare non a piccole cellule (Zhang et al., 2009). 
Il PN è stato, inoltre, identificato nel 2005 come la prima molecola in grado di agire 
selettivamente sulle CSCs uccidendole, ciò è stato dimostrato impiegando cellule staminali di 
leucemia mieloide cronica (Guzman et al., 2005). Il PN agisce su tali cellule inibendo la loro 
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proliferazione, la formazione di sfere e la crescita del tumore trapiantato in modelli murini e 
canini. Il principale meccanismo mediante il quale esplicherebbe la sua azione riguarda 
l’inibizione di NF-kB. In CSCs di carcinoma prostatico, inoltre, il PN oltre ad agire su NF-
kB, inibisce la MAPK, la via JAK/STAT e la PI3K (fosfatidilinositolo-3-chinasi) che 
rappresentano le principali vie di sopravvivenza e di autorinnovamento delle CSCs (Kawasaki 
et al., 2009). Un altro importante meccanismo mediante il quale il PN colpisce selettivamente 
le CSCs è l’alterazione dei sistemi redox, esso infatti è in grado di determinare la deplezione 
di due importanti molecole deputate all’omeostasi redox cellulare quali la tioredoxina e il 
GSH (Ghantous et al., 2010).  
Nonostante il PN abbia dimostrato effetti promettenti in vitro, l’impiego di questo composto 
naturale come agente terapeutico è fortemente limitato dalla sua scarsa solubilità (Curry et al., 
2004). A tale proposito, per ovviare a ciò, da Guzman ed i suoi collaboratori (Guzman et al., 
2007) è stata generata una famiglia di analoghi del PN, progettati per migliorarne la solubilità 
e la biodisponibilità. Questi studi hanno identificato in particolare un analogo solubile 
conosciuto come dimetilammino-partenolide (DMAPT), ottenuto facendo reagire il PN con la 
dimetilammina, quindi il composto prodotto è stato convertito nel suo sale fumarato che ha 
dimostrato una solubilità in acqua 1000 volte superiore al PN, una maggiore biodisponibilità 
ed una minore tossicità. Il DMAPT è in grado di indurre rapidamente la morte delle cellule 
staminali leucemiche sia mieloidi che linfoidi ed è anche altamente citotossico per i diversi 
tipi di cellule leucemiche. Studi molecolari mostrano che il DMAPT, in vitro, induce stress 
ossidativo, inibizione di NF-kB e attivazione di p53 e provoca la morte in cellule di cancro 
della prostata, del polmone e della vescica (Shanmugam et al, 2010; Shanmugam et al., 2011). 
La sua efficacia in vivo è stata dimostrata in xenograft di cellule di carcinoma prostatico e in 
modelli murini di cancro del polmone e della vescica in cui riduce la crescita tumorale e 
inibisce il processo metastatico (Shanmugam et al, 2010). Dati preclinici hanno dimostrato 
che questa molecola manifesta le sue proprietà antineoplastiche anche in trials clinici 
impiegati per il trattamento di alcune forme tumorali umane (Guzman et al., 2007). Il gruppo 
di ricerca di Hassane e Sen (2010; 2013) ha messo in evidenza che sebbene il PN e il DMAPT 
siano in grado di indurre un effetto citotossico in cellule leucemiche, tuttavia nei medesimi 
sistemi sperimentali esercitano un effetto citoprotettivo riconducibile alla sua capacità di 
attivare il pathway di PI3K/mTOR, che ne limita fortemente l’efficacia antitumorale. Inoltre 
l’attivazione della via di mTOR è responsabile dell’attivazione di Nrf2, un fattore 
trascrizionale che legandosi alle sequenze AREs (antioxidant-response elements) determina 
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incrementata espressione di geni che codificano per enzimi antiossidanti, impegnati in 
processi di detossificazione cellulare quali l’eme-ossigenasi 1, la superossido dismutasi, la 
catalasi, la glutatione perossidasi, la tioredossina (Kobayashi e Yamamoto, 2005). Sono stati 
individuati dei composti inibitori di tale via, quali la wortmannina, LY294002, rapamicina 
(sirolimus), ed il ciclopirox, un antifungino, che agendo in modo sinergico col PN sono in 
grado di incrementarne il potenziale antitumorale (Hassane et al., 2010; Sen et al., 2013).   
Recentemente, presso i laboratori di Biochimica del Policlinico di Palermo, è stata dimostrata 
l’efficacia del PN su cellule di carcinoma mammario triplo negativo MDA-MB231. In 
quest’ultima linea cellulare il composto è in grado di innescare un meccanismo di morte 
caspasi-indipendente, correlato con l’induzione di autofagia e la produzione di ROS. E’ stato 
inoltre accertato che l’impiego in vivo del suo analogo solubile DMAPT è in grado di ridurre 
il volume tumorale ed aumentare la sopravvivenza di modelli murini di carcinoma mammario 
(D’Anneo et al., 2013b). Gli studi condotti hanno quindi dimostrato che il PN e il DMAPT 
sono composti potenzialmente efficaci nel trattamento del carcinoma mammario triplo 
negativo. 
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6. MECCANISMI DI MORTE CELLULARE PROGRAMMATA 
La morte cellulare è uno dei processi fisiologici più importanti che regola l’omeostasi tissutale 
in tutti gli organismi. La deregolazione di questo fenomeno è associata a molte patologie, 
come il cancro o la neurodegenerazione. Nella terapia antitumorale, la maggior parte dei 
chemioterapici utilizzati agisce proprio su molecole coinvolte nella regolazione dei diversi 
pathways di morte cellulare (Ricci e Zong, 2006). Nella cellula esistono dei meccanismi di 
morte altamente regolati che seguono un programma molecolare ben preciso e che pertanto 
vengono definiti “meccanismi di morte cellulare programmata” (PCD) . La conoscenza dei 
meccanismi che presiedono al controllo della morte cellulare programmata rappresenta oggi 
un aspetto di particolare importanza nel panorama delle conoscenze biologiche che, nel 
futuro, potrebbe aprire la strada allo sviluppo di nuovi approcci terapeutici. Tra i principali 
meccanismi di morte cellulare programmata, oggi, si annoverano: 
 l’apoptosi, che è caratterizzata dall’attivazione di specifiche proteasi che prendono il 
nome di caspasi;  
 la necroptosi che è una forma di necrosi programmata, ossia un evento di morte 
caspasi-indipendente innescato da meccanismi di trasduzione del segnale e regolato da 
specifiche proteine enzimatiche (Galluzzi e Kroemer, 2008; Hitomi e al., 2008);  
 l’autofagia, un ulteriore meccanismo caspasi-indipendente che può svolgere anche un 
ruolo di sopravvivenza (Ouyang et al., 2012; Liu et al., 2012).  
 
6.1 L’apoptosi 
L’apoptosi, è un meccanismo di morte cellulare programmata, geneticamente controllato e 
altamente conservato nel corso dell’evoluzione (Metzstein et al., 1998) ed è il frutto di un 
fisiologico processo cellulare che concorre al mantenimento della normale omeostasi tissutale 
durante l’embriogenesi di diversi organismi ma anche in situazioni patologiche (Fulda e 
Debatin, 2004; Dunai et al., 2011). L’apoptosi è un evento di morte che di norma non si 
accompagna a processi infiammatori, poiché il materiale interno alla cellula non viene 
riversato all’esterno (Chowdhury et al., 2006). I cambiamenti cellulari iniziano con un 
arrotondamento della cellula, cui conseguono la perdita dei contatti con le cellule circostanti e 
la scomparsa di strutture proprie di membrana come i microvilli e le regioni specifiche di 
contatto con le altre cellule. Nel contempo, la perdita di acqua e di ioni determina una 
riduzione del volume cellulare con conseguente condensazione citoplasmatica (Kerr, 2002). A 
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livello nucleare, si verifica la perdita del nucleolo e la condensazione della cromatina in 
ammassi densi e circoscritti che si addossano alla membrana nucleare (nucleo picnotico). 
Successivamente, la matrice nucleare interna viene solubilizzata esponendo il DNA 
all’attacco enzimatico di nucleasi, che provocano la rottura dell’acido nucleico in frammenti 
ad alto peso molecolare. Al termine della condensazione cromatinica, il nucleo si presenta 
distrutto in frammenti che racchiudono anche organuli cellulari (mitocondri e porzioni del 
reticolo endoplasmico), circondati da membrana nucleare ed inglobati in protuberanze, che si 
formano alla superficie della cellula (blebs). La membrana plasmatica che delimita tali 
protuberanze si salda, dando origine ai “corpi apoptotici”, rapidamente fagocitati e digeriti dai 
macrofagi. Tra i principali protagonisti di un processo così complesso e finemente regolato si 
annoverano le caspasi, cisteina/aspartato proteasi, che rappresentano i principali effettori 
coinvolti sia nell’innesco, sia nell’esecuzione di questo processo di morte. Le caspasi vengono 
sintetizzate in forma di zimogeni inattivi (procaspasi), ed attivate mediante taglio proteolitico 
(Fan et al., 2005). Dal punto di vista funzionale le caspasi sono distinte in due classi: 
iniziatrici, quali le caspasi-2, 8, 9 e 10, ed effettrici o esecutrici di morte quali le caspasi-3, 6, 
7; queste ultime, a loro volta, agiscono su substrati specifici eterogenei, che si distinguono per 
attività, funzione e localizzazione subcellulare, tra cui citocheratine, PARP, proteine 
citoscheletriche e la proteina nucleare NuMA, responsabili dei cambiamenti biochimici e 
morfologici osservati nelle cellule apoptotiche (Elmore, 2007).  
L’attivazione delle caspasi può verificarsi attraverso tre distinte modalità: 
 meccanismo a cascata, che prevede un taglio proteolitico operato su una caspasi da 
parte di una o piu’ caspasi che operano a monte nel percorso apoptotico; ciò è tipico 
delle caspasi esecutrici che vengono attivate  dalle caspasi iniziatrici quali le caspasi-8 
e 9; 
 meccanismo per prossimità indotta, tipica della caspasi-8, la quale viene reclutata nella 
forma procaspasica, in un particolare microdominio dove è presente una proteina 
adattatrice; l'aumentata concentrazione che ne consegue stimola l'attività proteolitica 
dell'enzima portando ad una  attivazione per proteolisi crociata; 
 formazione di un complesso con altri fattori. A questo proposito ricordiamo la caspasi-
9 che si attiva, in presenza di ATP, in seguito a coniugazione con il fattore Apaf-1 ed 
il citocromo C, (Kaufmann e Hengartner, 2001). 
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Esistono due vie principali di morte apoptotica, a seconda della natura dello stimolo induttore: 
 Via intrinseca, anche detta via mitocondriale. Attivata da stimoli induttori interni alla 
cellula, quali, ad esempio, stress ossidativo, danno al DNA o da stimoli extracellulari 
quali la carenza di nutrienti o di fattori di crescita.  
 Via estrinseca, mediata dall’attivazione di Recettori di Morte (DR) localizzati sulla 
membrana plasmatica. In entrambi i casi l’apoptosi è mediata dall’attivazione delle 
caspasi, che tagliano un gran numero di substrati citoplasmatici e nucleari per indurre 
gli eventi caratteristici della morte programmata. 
 
La via intrinseca prevede il coinvolgimento del mitocondrio, ed il rilascio nel citoplasma di 
fattori mitocondriali che attivano specifici sistemi di morte (Chowdhury et al., 2006). Un 
ruolo centrale nell’attivazione di questa via è svolto dalle proteine della famiglia Bcl-2 (B-
Cell Lymphoma 2). Questa famiglia di proteine regola la permeabilità della membrana 
mitocondriale esterna (Mithocondrial Outer Membrane Permeabilization, MOMP), e 
comprende  sia fattori pro-apoptotici (Bak, BAD, Bok e altre), sia proteine anti-apoptotiche 
(Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w). I membri della famiglia Bcl-2 possiedono dei domini omologhi, detti 
domini BH (Bcl-2 Homology Domain). Le proteine pro-apoptotiche presentano quattro 
domini BH: BH1, BH2, BH3, BH4; alcuni membri pro-apoptotici, come Bax (Bcl-2-
Associated X protein) e Bak (Bcl-2 homologous Antagonist Killer) possiedono tutti i domini 
BH, eccetto il BH4. Infine gli altri membri pro-apoptotici come Bid, Bim e Bad possiedono 
esclusivamente il dominio BH3. Le proteine di questa famiglia contengono dei domini 
transmembrana che ne consentono l’inserimento nella membrana mitocondriale esterna. Si 
ipotizza che alcuni membri pro-apoptotici, come Bax e Bak, siano in grado di formare dei pori  
nella membrana esterna del mitocondrio, determinando il rilascio di fattori mitocondriali 
implicati nella via intrinseca. I fattori anti-apoptotici come Bcl-2 bloccano questo processo, 
altri membri come Bid favoriscono la formazione di questi pori (Chao e Korsmeyer; 1998). In 
particolare, in seguito al taglio di Bid, operato dalla caspasi 8, si ottiene una proteina tronca, 
che migra nel mitocondrio e interagisce con altri membri pro-apoptotici della famiglia Bcl-2: 
Bax e Bak, i quali formano dei pori nella membrana mitocondriale esterna. Tramite questi  
pori  fuoriescono alcune molecole, come il citocromo c, SMAC/Diablo, AIF (Apoptosis 
Inducing Factor), l’endonucleasi G. Il citocromo c è un importante fattore responsabile del 
trasporto degli elettroni dal complesso III al complesso IV della fosforilazione ossidativa. 
Quando è rilasciato dal mitocondrio va ad interagire con la proteina APAF-1 (Apoptotic 
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Peptidase Activating Factor 1) e la pro-caspasi 9, generando un complesso multiproteico detto 
apoptosoma. Tale complesso determina quindi l’attivazione della pro-caspasi 9 in caspasi 9, 
innescando così una serie di eventi proteolitici che culminano nell’esecuzione dell’apoptosi 
(Chowdhury et al., 2006).   
La via estrinseca prevede, invece, l’attivazione di recettori di morte, tra i quali: Fas/CD95 o 
Apo-1, i recettori per il TNF (TNF-R), e i recettori TRAIL (TRAIL-R1 e TRAIL-R2). Questi 
recettori sono localizzati sulla membrana plasmatica e, una volta attivati dai loro specifici 
ligandi, sono in grado di reclutare molecole citoplasmatiche adattatrici (come TRADD e 
FADD) tramite i loro domini di morte (Death Domain o DD). Le proteine adattatrici, tramite 
il loro domini DED (Death Effector Domain), richiamano le pro-caspasi 8 e 10, inducendone 
l’attivazione in un complesso che prende il nome di DISC (Death Inducing Signaling 
Complex). Le caspasi 8 e 10 attivano quindi le caspasi esecutrici (caspasi 3, 6 e 7) mediante 
un taglio proteolitico.   
 
6.2 La necroptosi 
Con il termine necroptosi, oggi, si intende un evento di morte caspasi indipendente altamente 
regolato che trae origine da forme di morte necrotica che tradizionalmente viene contrapposta 
all’apoptosi e che per lungo tempo è stata considerata un evento passivo e accidentale 
(Ouyang et al., 2012; Liu et al., 2012). La necroptosi è un processo indotto da recettori che 
risulta morfologicamente simile alla necrosi ed è caratterizzato da una precoce perdita 
dell’integrità di membrana, aumento del volume cellulare e rigonfiamento degli organelli 
(Dunai et al., 2011). La necroptosi può essere attivata da diversi ligandi,  tra cui FasL, TNFα e 
Trail; gli stessi ligandi che, attraverso specifici recettori di morte, possono attivare anche 
l’apoptosi. Il pathway più studiato che porta alla  necroptosi è quello indotto dal legame del 
TNFα al suo recettore TNF-R1. Il TNFα generalmente induce segnali di sopravvivenza 
attraverso NF-kB ma è anche in grado di indurre apoptosi e morte cellulare simile a necrosi. A 
tale riguardo, il legame del TNFα al suo recettore induce dei rapidi cambiamenti 
conformazionali che permettono il reclutamento di RIP1 (Dunai et al., 2011, Christofferson e 
Yuan, 2010). La proteina RIP1 contiene un dominio di morte che le consente di interagire con 
i recettori per il TNF (TNFR1), ma anche con Fas, e i recettori del ligando TRAIL (TRAIL 
R1 e 2), mediante le proteine adattatrici FADD e TRADD. Tramite tale dominio RIP-1 viene 
quindi reclutata nel complesso recettoriale ed attivata per fosforilazione. Inoltre questa 
proteina contiene anche un dominio che le consente di interagire con la chinasi RIP-3, 
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formando un complesso che è stato definito “necrosoma” (Sun et al., 2002). RIP-3 all’interno 
del complesso assume il ruolo di esecutore dell’evento necroptotico. L’attività di RIP-1 può 
essere regolata da eventi di ubiquitinazione: in particolare fattori antiapoptotici come le 
proteine IAP (Inhibitors of Apoptosis) sembrano promuovere l’ubiquitinazione di RIP-1. In 
tale stato RIP-1 acquisisce la funzione di fattore di sopravvivenza determinando 
indirettamente l’attivazione di NF-kB. Nella forma de-ubiquitinata, invece, RIP-1 innesca 
eventi di morte caspasi-indipendenti, mediante l’attivazione di RIP-3 (Declerq et al., 2009). 
L’attività di RIP-1, ma anche di RIP-3 è regolata dall’azione delle caspasi, la caspasi 8 è in 
grado di degradare entrambe le chinasi contrastando l’evento necroptotico e favorendo la via 
apoptotica classica (Cho et al., 2009; Feng et al., 2007). 
E’ stato visto che  in condizioni in cui la caspasi 8 è compromessa o comunque in alcune linee 
cellulari tumorali, quali per esempio quelle di fibrosarcoma (L929) e fibroblasti embrionali di 
topo (MEFs), l’attivazione del pathway di TNFα induce necroptosi RIP dipendente, che può 
essere inibita dalla necrostatina, inibitore dell’attività di RIP1 (Dunai et al., 2011). Alcuni 
studi indicano inoltre che anche i ROS possono essere esecutori della morte cellulare per 
necroptosi, determinando diversi effetti, quali una prolungata attivazione della chinasi JNK, 
seguita da morte cellulare (Christofferson e Yuan, 2010). Anche le alterazioni a carico del 
mitocondrio rappresentano un altro fenomeno che caratterizza la necroptosi come la 
permeabilizzazione della membrana mitocondriale esterna che può condurre alla produzione 
di ROS (Christofferson e Yuan, 2010).  
 
6.3 L’ autofagia 
Un altro meccanismo di morte cellulare programmata è rappresentato dall’autofagia, che a 
differenza di apoptosi e necrosi può svolgere anche un ruolo di sopravvivenza (Ouyang et al., 
2012; Liu et al., 2012). Si tratta, infatti, di un processo adattativo che permette alla cellula di 
sopravvivere in momenti di stress metabolici come carenze nutrizionali, mediante 
degradazione di proteine e organelli intracellulari. L’autofagia è un processo caratterizzato 
dalla presenza di autofagosomi ossia vescicole a doppia membrana che sequestrano il 
citoplasma o organuli cellulari e successivamente si fondono con i lisosomi, consentendo la 
digestione del materiale sequestrato. Quando l’autofagia assume un ruolo di sopravvivenza, le 
componenti cellulari sequestrate e degradate vengono riciclate per la sintesi di macromolecole 
e di ATP. L’autofagia può inoltre degradare organelli danneggiati o costituenti citosoliche 
alterate, come per esempio aggregati proteici, preservando la cellula da ulteriori danni (Liu  et 
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al., 2012). L’autofagia può anche essere presente in tutte le cellule a livelli basali, per 
garantire il turnover del citoplasma e degli organelli (Levine e Yuan, 2005). Quando nella 
cellula vi è una persistente condizione di stress, l’autofagia può determinare eventi di morte, 
con caratteristiche differenti rispetto alla necrosi e all’apoptosi (Liu et al., 2012).  
L’evento autofagico è stato scoperto nei mammiferi ed è stato a lungo studiato nei lieviti; 
questi studi hanno permesso di identificare diversi geni codificanti per proteine coinvolte 
nell’autofagia ossia le proteine ATG. Tali proteine, che intervengono in diverse fasi 
dell’evento autofagico, sono suddivise in quattro gruppi funzionali: 1) proteine che formano 
un complesso di serina/treonina chinasi, le quali sono attivate in risposta a diversi segnali, 
quali quello mediato da mTOR (ATG1, 13 e 17); 2) proteine coinvolte nella nucleazione delle 
vescicole autofagiche (ATG 6 e 14, Vps 15 e 34); 3) proteine che mediano l’espansione delle 
vescicole (Atg 8, 3, 7 e 12); 4) proteine che consentono il recupero delle altre ATG 
dall’autofagosoma maturo (ATG 2, 9 e 18) (Levine e Yuan, 2005). L’autofagia ha inizio con 
la formazione del fagoforo o membrana di isolamento (fase di nucleazione delle vescicole). 
L’azione di diverse proteine determina l’espansione del fagoforo in autofagosoma (fase di 
espansione delle vescicole). L’autofagosoma può inglobare regioni di citoplasma in maniera 
non specifica, inclusi interi organelli. Successivamente la membrana esterna 
dell’autofagosoma si fonde con un endosoma (formando un anfisoma, prima di fondersi con 
un lisosoma) oppure direttamente con un lisosoma (fase di fusione) generando un 
autofagolisosoma. Infine il materiale contenuto all’interno della vescicola viene degradato e 
riciclato (fase di degradazione) (Kourtis e Tavernarakis, 2009).   
Tra i principali regolatori dell’autofagia vi è la chinasi target della rapamicina (mTOR), una 
proteina sensibile allo stato nutrizionale della cellula (Pyo et al., 2012). In particolare mTOR 
interviene durante la fase di formazione dell’autofagosoma regolando l’attività di un 
complesso che nei mammiferi è costituito da: ULK1 (ATG1), mATG 13 (ATG13), FIP200 o 
Focal adhesion kinase family Interacting Protein (ATG17) e ATG 101. In condizioni di 
abbondanza di nutrienti mTOR è attiva e, mediante un meccanismo ancora non chiarito, causa 
la fosforilazione della chinasi ULK1 e ne inibisce l’attività, impedendole di interagire con il 
fagoforo e di intervenire nella formazione dell’autofagosoma. In condizioni di deprivazione di 
nutrienti mTOR è inattiva, ciò consente l’autofosforilazione e conseguente attivazione di 
ULK1, la quale va a fosforilare  le proteine ATG13 e  FIP200. ULK1, ATG13 e FIP200 
fosforilate formano un complesso che si va a localizzare in prossimità di specifiche regioni di 
membrana, reclutando proteine coinvolte nella formazione dell’autofagosoma. ULK1 è 
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coinvolta anche nel reclutamento di un complesso che partecipa alla fase di nucleazione delle 
vescicole, tale complesso contiene la PI3KIII o Phosphatidylinositol-3-kinase III (Vps 34), la 
beclina-1 (ATG 6), e p105 (Vps 15). L’interazione della beclina-1 con la PI3K III, ne 
promuove l’attività catalitica, consentendo la formazione di fosfatidilinositolo-3 fosfato 
(PIP3), che recluta diverse proteine nel sito di nucleazione. 
A tale fase segue la fase di espansione delle vescicole ossia la formazione dell’autofagosoma. 
Questa fase prevede diversi eventi tra cui la formazione del complesso ATG 12-ATG 5-ATG 
16 e la conversione della proteina LC3 (ATG 8) dalla forma LC3I alla forma LC3II, evento 
chiave per la formazione dell’autofagosoma. In particolare LC3I subisce un taglio proteolitico 
da parte della cisteina proteasi ATG 4 e viene successivamente coniugato con la 
fosfatidiletanolamina (PE) da ATG 3 e ATG 7 (un enzima E2-like). Si ottiene così LC3II che 
si associa alla membrana dell’autofagosoma e vi rimane finchè questo non viene fuso con i 
lisosomi (Pyo et al., 2012; Jung et al., 2010). L’ultima fase dell’autofagia è rappresentata dalla 
fusione delle vescicole autofagiche contenenti il citoplasma con i lisosomi, formando gli 
autofagolisosomi o autolisosomi. Il contenuto degli autofagolisosomi e la loro membrana 
interna sono quindi degradati dalle idrolasi lisosomiali (Pyo et al., 2012). 
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7. CROSSTALK TRA AUTOFAGIA E APOPTOSI 
Sebbene l’autofagia e l’apoptosi costituiscano due processi cellulari distinti che conducono la 
cellula verso due diversi destini, i due pathway sono profondamente interconessi tra di loro 
(Liang et al., 2012; Rubinstein e Kimchi, 2012). I meccanismi alla base di tale “crosstalk” non 
sono ancora del tutto chiariti ma l’ipotesi più accreditata prevede che la cellula vada incontro 
all’uno o all’altro destino in risposta a segnali di stress. L’apoptosi, come è ben noto, è un 
meccanismo di morte cellulare programmata rivolto all’eliminazione di cellule superflue 
durante il normale sviluppo di un organismo adulto (Metzstein et al., 1998). L’autofagia è un 
processo catabolico rivolto ad eliminare all’interno della cellula organelli danneggiati e 
patogeni, esso gioca un ruolo cruciale nel mantenimento dell’omeostasi cellulare, contribuisce 
alla sopravvivenza cellulare in condizioni di stress e fronteggia la privazione di nutrienti 
(Ouyang et al., 2012; Liu et al., 2012). Tuttavia in condizioni di stress eccessivo, l’autofagia 
cede il passo all’apoptosi. L'autofagia, va inoltre sottolineato, è un evento chiave nella 
malattia tumorale che risulta spesso associato anche alla resistenza intrinseca a trattamenti 
farmacologici. In considerazione del ruolo chiave di questo processo nella crescita e 
sopravvivenza cellulare tale meccanismo è stato recentemente identificato come target 
terapeutico in oncologia. Agenti chemioterapici che agiscono in combinazione tra loro 
possono inibire il processo autofagico sovvertendo la capacità della cellula di adattarsi allo 
stress e condurre la cellula verso l’arresto del ciclo cellulare o la morte cellulare programmata. 
Recenti studi hanno evidenziato che la soppressione dell’autofagia porta all’inibizione della 
proliferazione cellulare in cellule di carcinoma polmonare non a piccole cellule (NSCLC) e le 
sensibilizza all’apoptosi indotta dal cisplatino attraverso la stimolazione della produzione di 
ROS (Kaminskyy et al., 2012). 
Sono state individuate, in particolare, tre diverse modalità mediante le quali l’autofagia e 
l’apoptosi possono dialogare tra loro: la prima prevede un’interazione fisica e funzionale tra i 
diversi fattori protagonisti dell’uno e dell’altro meccanismo; la seconda riguarda un controllo 
da parte dei due meccanismi dell’attività caspasica e autolisosomale; la terza prevede un 
controllo esclusivo da parte del meccanismo autofagico che sarebbe in grado di reclutare le 
caspasi e determinarne l’attivazione a livello della membrana autofagosomale (Rubinstein e 
Kimchi, 2012). 
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7.1. Regolazione dell’apoptosi da parte di specifiche proteine autofagiche 
Tra le proteine protagoniste dell’evento autofagico ne sono state individuate alcune che 
rivestono un ruolo chiave anche nell’apoptosi. Un esempio è rappresentato dalla beclina-1 che 
insieme alla fosfatidilinositolo-3-chinasi di classe III (PI3KC3) forma un complesso 
regolatore del processo autofagico posto a valle del pathway di mTOR. La beclina-1, in 
particolare, stimola l’attività chinasica della PI3KC3 che è necessaria per il reclutamento delle 
proteine autofagiche ai siti di formazione dell’autofagosoma. La beclina-1 è anche in grado 
tramite il suo dominio BH3 di legarsi a Bcl2 e di inibire l’autofagia ma al contempo di 
sottrarre Bcl2 al suo ruolo di proteina antiapoptotica stimolando così la morte (Maiuri et al., 
2007; Oberstein et al., 2007). E’ stato anche osservato che la beclina-1 subisce il taglio 
proteolitico da parte delle caspasi quando nella cellula si innesca l’apoptosi. Il frammento C-
terminale della beclina-1 frutto del taglio operato dalle caspasi migra al mitocondrio e 
determina il rilascio del citocromo c (Wirawan et al., 2010). E’ stata avanzata l’ipotesi che 
tale taglio è in grado di inibire il processo autofagico inteso come meccanismo citoprotettivo 
in cellule indirizzate irreversibilmente verso la morte (Cho et al., 2009; Luo e Rubinsztein, 
2010; Wirawan et al., 2010).  
Durante l’autofagia, il processo di formazione dell’autofagosoma richiede l’assemblaggio di 
un complesso formato dalle proteine autofagiche Atg12 e Atg5 (Rubinstein et al., 2011). In 
condizioni di stress eccessivo il complesso costituito dalle due proteine non si forma ed in 
particolare Atg5 subisce un taglio da parte delle calpaine (cisteina-proteasi calcio dipendenti). 
Il frammento N-terminale risultante dal taglio trasloca al mitocondrio dove determina il 
rilascio del citocromo c e dove interagisce con BclXL, un membro antiapoptotico della 
famiglia Bcl2, determinandone l’inattivazione (Yousefi et al., 2006).  
 
7.2 Gli autofagosomi fungono da piattaforme per l’attivazione delle caspasi 
Secondo le osservazioni di molti autori l’autofagia può direttamente contribuire all’induzione 
dell’apoptosi. Secondo tale ipotesi le caspasi sono reclutate direttamente sugli autofagosomi 
che fungono da piattaforme intracellulari per la loro attivazione. Tale meccanismo è stato 
evidenziato per quanto riguarda la caspasi 8 che può essere attivata dal complesso DISC che 
si assembla sulla membrana degli autofagosomi. L’attivazione della caspasi 8, in questo caso, 
non prevede il coinvolgimento del pathway estrinseco dell’apoptosi (Laussmann et al., 2011; 
Young et al., 2012). Sono state descritte due diverse modalità mediante le quali la caspasi 8 
può essere reclutata a livello dell’autofagosoma: la prima prevede che la caspasi 8 
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ubiquitinata si leghi a p62, una proteina autofagica con funzione recettoriale, che ne determina 
l’oligomerizzazione e in seguito l’attivazione; la seconda prevede un’interazione tra la caspasi 
8, la proteina adattatrice FADD e Atg5. (Jin et al., 2009; Young et al., 2012; Pyo et al., 2005; 
Young et al., 2012). 
 
7.3 Regolazione dell’autofagia da parte di specifiche proteine apoptotiche 
Alcuni fattori facenti parte del macchinario apoptotico possono direttamente interagire con 
proteine autofagiche. Un esempio già menzionato è rappresentato da Bcl2 che formando un 
complesso con la beclina-1 ne impedisce l’attivazione. In condizioni di benessere cellulare 
Bcl2 è costitutivamente legato alla beclina-1 e ciò inibisce l’autofagia, in condizioni di stress 
cellulare Bcl2 si dissocia dalla beclina-1 e si ha induzione del processo autofagico. Altre 
proteine che possiedono il dominio BH3 possono competere con Bcl2 nel legame con la 
beclina-1 tra cui: BclXL che in condizioni di mancanza di nutrienti si dissocia dalla beclina-1 
e si lega alla proteina antiapoptotica BAD (Maiuri et al., 2007); Noxa che regola anch’essa il 
legame tra Bcl2 e la beclina-1 (Elgendy et al., 2011); Bim che non influenza il legame tra 
Bcl2 e la beclina-1 ma funziona come inibitore dell’autofagia ancorando la beclina-1 ai 
microtubuli. Un altro noto meccanismo di regolazione dell’autofagia riguarda la 
fosforilazione tanto di Bcl2 che della beclina-1. Dati recenti, in particolare, hanno infatti 
documentato che JNK svolge un ruolo attivo nell’evento autofagico, in quanto fosforila Bcl2 
e promuove il rilascio della beclina-1 soprattutto in condizioni di carenza di nutrienti (Wei et 
al., 2008) ed in seguito a trattamento con ceramide (Pattingre et al., 2009). Quest’ultima a sua 
volta può essere fosforilata dalla death-associated protein kinase (DAPK) che ne promuove la 
dissociazione da BclXL inducendo l’autofagia (Zalckvar et al., 2009). La 
compartimentalizzazione di alcuni fattori protagonisti dei due processi rappresenta un 
ulteriore modalità di regolazione del crosstalk tra autofagia e apoptosi. Un esempio è 
rappresentato dai due diversi compartimenti in cui risiede Bcl2 ossia il reticolo 
endoplasmatico (ER) e il mitocondrio che rispettivamente regolano l’autofagia e l’apoptosi 
(Pattingre et al., 2005). In particolare nel ER l’autofagia è regolata dal legame tra Bcl2 e la 
beclina-1 che viene favorito dall’intervento dal fattore endoplasmico NAF1 e inibito dalla 
proteina BIK (Chang et al., 2010). Inoltre è stato osservato che in condizione di carenza di 
nutrienti JNK1 specificamente fosforila Bcl2 che risiede a livello endoplasmatico inducendo 
autofagia (Wei et al., 2008); in maniera opposta a livello mitocondriale l’interazione tra Bcl2 
e le proteine Bax, Bak e AMBRA1, un regolatore positivo della beclina-1 è responsabile 
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dell’attivazione dell’apoptosi  e dell’inibizione dell’autofagia (Adams e Cory, 2007; Martinou 
e Youle, 2011; Strappazzon et al., 2011). Un importante ruolo viene svolto anche dalla 
proteina anti-apoptotica FLIP, in particolare è stato evidenziato che l’isoforma FLIPs può 
inibire l’autofagia poiché impedisce il legame di LC3 ad Atg3 in sede di formazione 
dell’autofagosoma (Lee et al., 2009). 
Infine è stato osservato che numerose proteine autofagiche quali la beclina-1, VPS34, Atg3, 
Atg4d e AMBRA1 subiscono il taglio da parte delle caspasi che ne determina l’inattivazione, 
in tal senso l’inibizione dell’autofagia che spesso precede l’apoptosi, serve a prevenire la 
simultanea attivazione di due processi opposti nella cellula, l’uno che mira alla sopravvivenza 
l’altro che mira alla morte (Betin e Lane, 2009; Cho et al., 2009; Luo e Rubinsztein, 2010; 
Norman et al., 2010; Oral et al., 2012; Pagliarini et al., 2012). 
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Le ricerche descritte in questa tesi sono state condotte impiegando come modello 
sperimentale le cellule MDA-MB231, una linea di adenocarcinoma mammario umano 
altamente aggressiva, isolata da metastasi pleuriche. In particolare questa linea cellulare è 
stata ricavata da un singolo campione di effusione pleurale ottenuto nel 1973 da una donna di 
51 anni alla quale era stata praticata nel 1969 una mastectomia radicale destra a causa di un 
tumore scarsamente differenziato tendente verso la configurazione papillare ed alla 
formazione tubulare e complicata da effusione pericardiale ed effusione pleurale. La terapia 
praticata consistente nel trattamento sistemico, dapprima con 5-Fluorouracile e in seguito con 
ciclofosfamide, adriamicina e amfoterina non ebbe successo (Cailleau et al., 1974). Le cellule 
MDA-MB231 rappresentano un modello di carcinoma mammario triplo negativo, in quanto 
sono caratterizzate dalla mancata espressione del recettore per gli estrogeni ERα, del recettore 
per il progesterone (PR) e del recettore HER2 (Subik et al., 2010). Queste cellule sono inoltre 
caratterizzate da un’overespressione del recettore per il fattore di crescita epidermico (EGFR) 
(Hirsch et al., 2006; Subik et al., 2010). Numerosi studi concordano nel dimostrare che tale 
recettore è coinvolto nella proliferazione, nella sopravvivenza, nel differenziamento, nella 
migrazione e nell’invasività delle cellule. Hirsch et al. (2006), in particolare, hanno 
dimostrato che l’elevato livello dell’EGFR in questa linea cellulare non è conseguenza di un 
meccanismo di amplificazione genica, bensì di una decrementata degradazione di questo 
recettore. Inoltre Zhou et al. (2009) hanno dimostrato che gli elevati livelli di EGFR sono 
correlati con l’assenza del recettore degli estrogeni ERα, che quando presente è in grado di 
interagire con una sequenza di regolazione negativa localizzata nel primo introne del gene che 
codifica per l’EGFR, bloccando la trascrizione del mRNA di questa proteina. Quindi 
l’assenza del recettore per gli estrogeni, nelle cellule MDA-MB231, contribuirebbe ad 
aumentare il livello dell’EGFR. Un’altra mutazione che contribuisce ad incrementare il tasso 
di proliferazione e di sopravvivenza delle cellule MDA-MB231 riguarda la proteina p53. Tale 
mutazione, localizzata nell’esone 8, codone 280, determina la sostituzione di un residuo di 
arginina con una lisina (R280K). Questa mutazione altera la capacità della p53 di legare il 
DNA (Houvinen et al., 2011). In particolare la p53 si può legare solo a promotori associati ad 
istoni fortemente acetilati (Vrba et al., 2008). Un’altra mutazione individuata in questa linea 
cellulare riguarda l’oncogene Ki-Ras. Questa mutazione è caratterizzata da una transizione da 
guanosina ad adenosina a livello del codone 13, con conseguente sostituzione di una glicina 
con un acido aspartico (Kozma et al., 1987). Un’altra caratteristica delle cellule MDA-MB231 
è l’overespressione delle subunità integriniche β1, β4, α2, α3, α5, αV, α6. I recettori 
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integrinici sono responsabili di segnali di proliferazione che favoriscono la crescita e 
l’invasività (Morini et al., 2000; Lichtner et al., 1998). È stato osservato che questa linea 
cellulare forma prevalentemente metastasi ossee, ma occasionalmente può causare 
l’insorgenza di metastasi anche a livello cerebrale, ovarico e nelle ghiandole surrenali 
(Yoneda et al., 2001). Le cellule MDA-MB231 hanno un fenotipo mesenchymal-like o 
stromal-like (Lacroix e Lequercq, 2004); presentano, infatti, molte caratteristiche comuni alle 
cellule mesenchimali in quanto sono dotate di un’elevata capacità di invadere e attraversare 
membrane basali. Non essendo, queste linee cellulari, sensibili alle terapie ormonali, oggi la 
ricerca scientifica è rivolta all’individuazione di composti che risultino efficaci per il 
trattamento di queste forme tumorali particolarmente aggressive e altamente invasive. 
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Presso i laboratori di Biochimica del Policlinico di Palermo, il gruppo di ricercatori insieme ai 
quali ho sviluppato la mia tesi studia, da tempo, l’effetto di differenti composti nell’induzione 
di morte in cellule tumorali umane in coltura. Gli studi riportati in questa tesi sono stati 
condotti in cellule MDA-MB231, una linea di adenocarcinoma mammario umano triplo 
negativo così definita perché priva dei recettori degli estrogeni, del progesterone e di HER-2. 
Le forme di carcinoma mammario prive del recettore per gli estrogeni, sono insensibili alla 
terapia ormonale. Pertanto, oggi la ricerca è rivolta all’individuazione di composti che 
risultino efficaci per il trattamento di queste forme tumorali. Il gruppo di ricerca del quale ho 
fatto parte durante lo svolgimento del mio progetto ha approfondito negli ultimi anni uno 
studio riguardo le proprietà antitumorali del Partenolide (PN), un sesquiterpene lattone 
estratto dall’erba medicinale Tanacetum parthenium. Tale composto è noto essere in grado di 
indurre un’azione citotossica su cellule tumorali in coltura, mostrando invece modesta 
efficacia sulle cellule normali (Sun et al., 2010). La spiccata attività antineoplastica del PN è 
stata evidenziata in diversi sistemi tumorali quali il carcinoma pancreatico, il carcinoma della 
vescica, il colangiocarcinoma, la leucemia mieloide acuta, l’osteosarcoma e il melanoma (Liu 
et al., 2010; Cheng e Xie, 2011; Kim et al., 2005; Guzman et al., 2005; D’Anneo et al., 
2013a). Recentemente studi condotti negli stessi laboratori hanno dimostrato che il PN 
esercita un potente effetto citotossico in cellule MDA-MB231 (D’Anneo et al., 2013b). I 
risultati ottenuti, in particolare, hanno dimostrato che il PN ad alte concentrazioni (superiori al 
15µM) induce morte delle cellule, e che tale evento risulta indipendente dall’attivazione delle 
caspasi, ma correlato con la produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS). La produzione 
di ROS, risultante dall’attivazione della NADPH ossidasi, esercita un ruolo cruciale nel 
meccanismo di morte indotto dal PN, in quanto in una prima fase di trattamento (1-8h) i ROS 
sembrano essere responsabili della stimolazione del processo autofagico, mentre in una 
seconda fase (8-20h) sembrano favorire la dissipazione del potenziale di membrana 
mitocondriale e la comparsa di eventi necrotici. Ulteriori studi hanno permesso di dimostrare 
che il PN mediante produzione di ROS promuove la fosforilazione del recettore per EGF nelle 
cellule MDA-MB231, che a sua volta favorisce l’attivazione della NADPH ossidasi con 
ulteriore produzione di ROS (D’Anneo et al., 2013c). L’effetto del PN in cellule di carcinoma 
mammario è stato anche valutato in vivo impiegando il diamminopartenolide (DMAPT), un 
analogo solubile del PN. La somministrazione di DMAPT a topi nudi portatori di 
xenotrapianti di cellule MDA-MB231 determina una significativa inibizione della crescita dei 
tumori, un incremento della sopravvivenza degli animali, una marcata riduzione delle 
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metastasi polmonari e una riduzione dei livelli di fattori angiogenetici, quali il VEGF, e 
invasivi, quali le metalloproteasi (D’Anneo et al., 2013b). Gli studi condotti hanno tuttavia 
dimostrato che il PN induce consistenti effetti tossici nelle cellule MDA-MB231 quando 
impiegato ad alte dosi (15-25 µM), mentre quando è a basse dosi (2-5 µM) anche dopo lunghi 
periodi di trattamento (70-100h), è scarsamente efficace. Questi risultati, in linea con 
osservazioni di altri autori, suggeriscono che il PN possa essere in grado di innescare un 
meccanismo citoprotettivo che si evidenzia a basse dosi, quando quest’effetto prevale 
sull’azione citotossica. Per ovviare a tale problema lo studio è stato rivolto all’individuazione 
di un composto che associato al PN e impiegato anch’esso a basse dosi potesse annullare 
l’effetto citoprotettivo, esplicando un potente effetto sinergico. L’individuazione di composti 
in grado di potenziare l’azione del PN rappresenta un obiettivo importante in quanto 
consentirebbe di abbassare le dosi dei composti impiegati riducendone la tossicità. 
L’attenzione, in particolare, è stata rivolta  al SAHA, un inibitore delle deacetilasi istoniche, di 
cui i ricercatori del laboratorio di Biochimica del Policlinico di Palermo avevano già 
dimostrato l’efficacia nelle cellule MDA-MB231. Il SAHA è infatti in grado di sensibilizzare 
queste cellule alla via di TRAIL (Lauricella et al., 2012). Studi preliminari hanno dimostrato 
che il SAHA è in grado di sensibilizzare in modo sinergico le cellule MDA-MB231 all’azione 
citotossica del PN impiegato a basse dosi. In rapporto a tali osservazioni le ricerche condotte 
in questa tesi si sono proposte di valutare gli effetti della combinazione SAHA/PN nelle 
cellule MDA-MB231 e di chiarire il meccanismo molecolare alla base dell’interazione 
sinergica tra i due composti. 
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1. COMPOSTI CHIMICI E REAGENTI IMPIEGATI  
Per la realizzazione degli esperimenti riportati in questa tesi sono stati impiegati i seguenti 
composti: 
 Il Partenolide, solubilizzato in dimetilsulfossido (DMSO), alla concentrazione 40 mM. 
Per gli esperimenti tale soluzione è stata diluita in terreno di coltura alla 
concentrazione 2.5 µM, 5 µM, 8 µM, 10 µM, 15 µM, 20 µM, 25 µM.  
 Il SAHA, solubilizzato in DMSO, alla concentrazione 20 mM. Per gli esperimenti tale 
soluzione è stata diluita in terreno di coltura alla concentrazione 0.5 µM, 1 µM, 2 µM, 
3 µM, 4 µM, 5 µM. 
 Il benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp (OMe)-fluoromethylketone (z-VAD-fmk), un 
inibitore generale delle caspasi, è stato acquistato in soluzione alla concentrazione 10 
mM. Per il trattamento delle cellule l’inibitore è stato impiegato alla concentrazione 
100 µM. 
 La necrostatina, un inibitore della chinasi RIP-1, solubilizzata in DMSO alla 
concentrazione 38 mM. Per gli esperimenti tale soluzione è stata diluita in terreno di 
coltura alla concentrazione 50 µM. 
 La Bafilomicina A1, un inibitore del flusso autofagico, solubilizzata in DMSO alla 
concentrazione 0.16 mM. Per gli esperimenti tale soluzione è stata diluita in terreno di 
coltura alla concentrazione 20 nM.  
 L’apocinina, un inibitore della NADPH ossidasi, solubilizzata in DMSO realizzando 
una concentrazione 1 M. Per gli esperimenti tale soluzione è stata diluita in terreno di 
coltura alla concentrazione 100 µM. 
 Il diphenyleneiodonium (DPI), un inibitore della NADPH ossidasi, solubilizzato in 
DMSO alla concentrazione 15.8 mM. Per gli esperimenti tale soluzione è stata diluita 
in terreno di coltura alla concentrazione 10 µM.  
Tutti i composti sono stati acquistati presso la Sigma-Aldrich (Milano, Italia), eccetto il 
SAHA che è stato acquistato presso la ditta Italfarmaco S.p.a (Milano, Italia) e lo z-VAD che 
è stato acquistato presso la ditta Promega (Milano, Italia).  
La concentrazione finale di DMSO impiegata non ha superato mai lo 0,04% e non ha 
determinato effetti tossici sulle cellule.  
Per ogni esperimento viene riportata una prova controllo, che si riferisce a cellule MDA-
MB231 trattate con il solo veicolo con cui è stato solubilizzato il composto preso in esame. 
48 
 
2. CONDIZIONI DI COLTURA DELLE CELLULE MDA-MB231 
Le cellule di carcinoma mammario MDA-MB231 sono state acquistate presso l’Istituto 
Scientifico Tumori (Genova, Italia) e sono state coltivate in fiasche con superficie di 75 cm2, 
sulle quali crescono in monostrato, adese al substrato in polistirene. Come terreno di coltura è 
stato impiegato il Dulbecco Modified Eagle’s Medium (DMEM) arricchito con il 10% di 
Siero Bovino Fetale (FBS) inattivato al calore (56°C per 30 minuti) e contenente antibiotico 
anti-micotico (miscela di penicillina-streptomicina 0,5%) aggiunto in un volume pari a 5 ml 
per 500 ml di terreno, glutammina 2mM e 1% di amminoacidi non essenziali (NEA). Le 
cellule sono poste in incubatore a 37°C, in atmosfera costituita per il 95% da aria e per il 5% 
da anidride carbonica. Per studiare gli effetti dei composti, le cellule sono state staccate dal 
substrato al quale crescono adese mediante una soluzione di tripsina-EDTA 1X (2.5 mg/ml di 
tripsina; 1 mg/ml di EDTA) diluita in PBS (Phosphate buffered saline: NaCl 137 mM, KCl 
2.68 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1.76 mM, pH 7.4) alla concentrazione 0.25 X, e 
seminate su piastre da 6 (2 x 105 cellule/2 ml di terreno di coltura) o da 96 pozzetti (8 x 103 
cellule/200 µl di terreno di coltura per pozzetto). Le cellule sono state quindi lasciate aderire 
al substrato per 24 h in incubatore a 37°C e successivamente trattate con i composti per i 
tempi stabiliti.   
 
3. STUDIO DELLA VITALITA’ CELLULARE MEDIANTE SAGGIO MTT 
La vitalità cellulare è stata valutata mediante saggio colorimetrico impiegando l’MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide), un sale tetrazolico di colore giallo, 
che nelle cellule vitali viene ridotto dalle deidrogenasi mitocondriali in formazano, un 
cristallo insolubile di colore blu-violetto. L’intensità della colorazione è direttamente 
proporzionale al numero di cellule vitali e può essere misurata spettrofotometricamente.  
Per la realizzazione di questo saggio le cellule (8x103 cellule per pozzetto in 200 µl di terreno 
di coltura) sono state seminate in piastre da 96 pozzetti. Dopo 24 h sono stati effettuati i 
trattamenti, al termine dell’incubazione con i composti, sono stati aggiunti 20 µl di MTT (11 
mg/ml di PBS) a ciascun pozzetto. Dopo 2 h di incubazione a 37°C, la piastra è stata 
centrifugata a 120 g per 5 minuti e sono stati allontanati 190 µl di terreno. Successivamente 
sono stati aggiunti 100 µl di buffer di lisi (20% sodio dodecil solfato in 50% N,N-
dimetillformammide, pH 4.7). La piastra è stata posta ad agitare per 10 minuti a 37°C ed è 
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stata eseguita una lettura spettrofotometrica mediante lettore ELISA per piastre da 96 pozzetti 
(Opsys MR; Dynex technologies, Chantilly, VA), valutando l’assorbanza a 540 nm (test) e 
630 nm (lunghezza d’onda di riferimento). L’azzeramento viene effettuato impiegando il solo 
buffer di lisi. 
 
4. VALUTAZIONE DEL SINERGISMO MEDIANTE IL METODO DI CHOU-
TALALAY 
La natura dell’interazione tra due composti viene valutata mediante il metodo di Chou-
Talalay (Chou e Talalay, 1984). Si tratta di un modello matematico che consente il calcolo del 
“Combination Index” (CI) secondo cui è possibile dare una definizione quantitativa 
dell’interazione tra due composti. Valori di CI < 1 indicano “sinergismo”, valori di CI = 1 
indicano “effetto additivo”, valori di CI > 1 indicano “antagonismo”. I requisiti essenziali per 
calcolare il CI secondo tale metodo e dimostrare sinergismo tra due composti è la conoscenza 
dell’andamento della loro curva dose-effetto. Studi condotti da Zhao e collaboratori (Zhao et 
al., 2004) hanno permesso di elaborare l’equazione che descrive il principio alla base del 
metodo di Chou-Talalay:  
CI = (D)1/(Dx)1 + (D)2/(Dx)2 
 
dove (Dx)1 e (Dx)2 sono le dosi dei composti 1 e 2 che da soli producono x%  di effetto e (D)1 e 
(D)2 sono le dosi dei composti 1 e 2 che insieme producono il medesimo effetto. 
 
5. STUDIO DELL’APOPTOSI MEDIANTE SAGGIO DELL’ANNESSINA V/PI  
Nel meccanismo di morte per apoptosi, uno degli eventi più precoci che si osserva è 
l’esternalizzazione della fosfatidilserina (PS), un fosfolipide di membrana  localizzato sul 
versante interno della membrana plasmatica.  La fosfatidilserina lega con un’elevata affinità 
l’Annessina  V, la quale coniugata con fluorocromi come l’isotiocianato di fluoresceina 
(FITC), risulta essere un marcatore sensibile per l’analisi citofluorimetrica delle cellule in 
apoptosi. Il risultato ottenuto mediante l’analisi al citofluorimetro viene riportato in un grafico 
come mostrato in Fig. 1 in cui l'asse delle ascisse (FL1) indica l'intensità di fluorescenza 
FITC, invece l'asse delle ordinate (FL3) indica l'intensità di fluorescenza ROD (Rodamina). 
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Entrambi gli assi sono riportati in scala logaritmica. Osservando la positività o meno delle 
cellule all’Annessina V-FITC e allo Ioduro di Propidio (PI) si possono distinguere: in C1, la 
percentuale di cellule necrotiche (positive al PI e negative all’Annessina V); in C2 la 
popolazione di cellule necrotiche o in apoptosi tardiva (positive sia all’Annessina Vche al PI); 
in C3, le cellule vitali (negative all’Annessina V e al PI): in C4, la popolazione di cellule 
apoptotiche (positive all’Annessina V e negative al PI).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1: Esempio di grafico ottenuto mediante analisi al citofluorimetro. 
 
Per effettuare il saggio dell’annessina V/PI è stato impiegato il kit Annexin V-FITC 
Apoptosis Detection Kit I (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA). Le cellule (2 x 
105/2 ml di terreno per pozzetto) sono state seminate in piastre da 6 pozzetti e quindi 
sottoposte ai trattamenti con i composti. Al termine del trattamento le cellule sono state 
prelevate con tripsina, centrifugate a 120 g per 8 minuti, risospese in PBS e contate. Le cellule 
(1 x 106) sono state risospese in binding buffer 1X preparato da una soluzione 10X fornita dal 
kit (Hepes/NaOH 10 mM, pH 7.4, NaCl2 140 mM, CaCl2 2.5 mM). Quindi 100 µl della 
soluzione (1 x 105 cellule) sono stati trasferiti in un tubo e incubati con 5 µl di Annessina V-
FITC e 5 µl di PI per 15 minuti al buio a temperatura ambiente. Al termine dell’incubazione 
sono stati aggiunti 400 µl di Binding Buffer 1 X a ciascun tubo ed è stata eseguita l’analisi dei 
campioni mediante un citofluorimetro Beckman Coulter Epics FACscan XL (Brea, CA, USA) 
entro un’ora dall’incubazione con Annessina V-FITC e PI. I risultati sono stati analizzati 
Fig. 1 
51 
 
mediante il software Expo32. E’ stato inserito anche un controllo negativo ossia cellule 
incubate in presenza del solo Binding Buffer 1 X. 
 
6. DOSAGGIO DELLE SPECIE REATTIVE DELL’OSSIGENO 
La produzione delle specie reattive dell’ossigeno (ROS) da parte delle cellule dopo 
trattamento con diversi composti è stata misurata impiegando la 5-(e 6-) 2’,7’ carbossi-
diclorodiidrofluoresceina diacetato (H2DCFDA, Molecular Probes, Life Technologies, 
Eugene, OR), una sonda non fluorescente che presenta due gruppi acetile che conferendo 
caratteristiche lipofile gli consentono di attraversare la membrana plasmatica. Una volta 
penetrata all’interno della cellula, le esterasi rimuovono i gruppi acetile e la molecola ottenuta 
(DCFH) viene così ossidata dai ROS eventualmente prodotti e convertita in un prodotto verde 
fluorescente (DCF, diclorofluoresceina). Per dosare i ROS le cellule sono state seminate in 
piastre da 96 pozzetti (8 x 103 cellule/200µl di terreno per pozzetto) ed incubate con i 
composti per diversi tempi. Al termine dell’incubazione il terreno di coltura è stato 
allontanato e sostituito con 100 µl di una soluzione 50 µM di H2DCFDA diluita in buffer 
HBSS (Hank’s Salt Balanced Solution)/Ca/Mg (NaCl 0.137M, KCl 5.4 mM, Na2HPO4  0.34 
mM, KH2PO4  0.44 mM, CaCl2  1.3 mM, MgSO4  0.41 mM, MgCl2 0.49 mM, NaHCo3 4.2 
mM, D-Glucosio 5.56 mM, pH 7.3). Dopo 30 minuti di incubazione al buio a 37°C, è stata 
verificata l’incorporazione del fluorocromo mediante microscopio a fluorescenza, 
successivamente la soluzione è stata rimossa e sostituita con 100 µl di HBSS. Dopo circa 20 
minuti le cellule sono state osservate mediante un microscopio a fluorescenza Leica DMR con 
telecamera DC300F (Wetzlar, Germany), mediante un filtro FITC (isotiocianato di 
fluoresceina) con lunghezza d’onda di eccitazione di 485 nm e di emissione di 530 nm. Le 
immagini sono state acquisite utilizzando il software Leica Q Fluoro. Le cellule sono state 
contate (in 5 campi per condizione) ed è stata valutata la percentuale di cellule verdi rispetto 
alle cellule totali.  
 
7. SAGGIO COLORIMETRICO PER LA VALUTAZIONE DEL GSH 
Il livello del GSH intracellulare è stato valutato mediante un kit (BIOXYTECH GSH-400) 
acquistato presso la OXIS Research (Portland, OR). Tra le componenti del kit vi sono il 
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reagente R1  (4-cloro-1-metil-7-triflurometil-quinolinium metilsolfato), il quale è in grado di 
reagire con tutti i mercaptani (R-SH) presenti nel campione, generando tioeteri; il reagente R2 
(30% NaOH), che invece interagisce con i tioeteri derivanti dalla prima reazione 
convertendoli in tioni cromofori. Al fine di valutare i livelli del GSH (2 x 105 cellule/in 2 ml 
di terreno) sono state seminate in una piastra da sei e dopo il trattamento sono state staccate 
con tripsina e centrifugate a 120 g per 8 minuti. Il pellet cellulare è stato risospeso in PBS e si 
è proceduto alla conta mediante la camera di Thoma. Le cellule (3 x 105) sono state risospese 
in 50 µl di acido metafosforico (5 g/100 ml di acqua distillata), omogenate con pasteur di 
vetro ed in seguito congelate a -80°C per 5 minuti. Tale procedimento è stato ripetuto per tre 
volte. Gli omogenati così ottenuti sono stati centrifugati a 3.000 g per 10 minuti. Infine 25 µl 
di ciascun supernatante sono stati trasferiti nei pozzetti di una piastra da 96, e diluiti in 155 µl  
di buffer fornito dal kit. A tale diluizione sono stati aggiunti in successione 10 µl di ciascun 
reagente (R1 ed R2, entrambi forniti dal kit) e la piastra è stata incubata al buio per 10 minuti. 
Al termine dell’incubazione, l’assorbanza è stata valutata mediante un lettore per piastre 
ELISA Opsys MR (Dynex Technologies; Chantilly, VA), leggendo alla lunghezza d’onda di 
400 nm. Lo strumento è stato tarato mediante una prova bianca, contenente esclusivamente 
180 µl di buffer e i due reagenti.  
Il contenuto di GSH intracellulare è stato valutato in riferimento ad una curva standard 
contenente concentrazioni variabili da 2 a 20 nmoli ed è stato espresso come nanomoli di 
GSH per 105 cellule. 
 
8. VALUTAZIONE DELL’ATTIVITÀ DI LEGAME AL DNA DI NF-kB  
L’attività di legame al DNA del fattore di trascrizione NF-kB è stata valutata mediante uno 
specifico kit (Trans-AM NF-kB; Active Motif, Carlsbad, CA, USA), basato su un sistema 
colorimetrico. Il kit è costituito da rack di 8 pozzetti, inseriti in una piastra da 96 pozzetti, sul 
fondo dei quali vi sono le sequenze oligonucleotidiche corrispondenti alla sequenza consensus 
riconosciuta dalla sub unità p65 di NF-kB. Dopo aver posto il campione nel pozzetto, si 
aggiunge l’anticorpo primario diretto contro p65. Infine si aggiunge un anticorpo secondario 
che lega in maniera specifica l’anticorpo primario. L’anticorpo secondario è coniugato con un 
enzima che media una reazione colorimetrica, aggiungendo il substrato di questo enzima si 
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otterrà un prodotto colorato in quantità direttamente proporzionale al numero di molecole di 
NF-kB attive.  
Per effettuate tale valutazione le cellule (2 x 105/ in 2 ml di terreno sono state seminate in 
piastre da 6 pozzetti; al termine del trattamento sono state staccate con tripsina e centrifugate 
a circa 120 g per 8 minuti. I pellet sono stati lavati in PBS e risospesi in un buffer di lisi 
(Hepes 20mM, saccarosio 250 mM, MgCl2 1.5mM, KCl 10mM, EGTA 1mM, EDTA 1mM, 
pH 7.5) a cui è stato aggiunto un cocktail di inibitori delle proteasi (aprotinina 25 µg/ml, 
PMSF o fluoruro di fenilmetansulfonile 1 mM, leupeptina 25 µg/ml e pirofosfato di sodio 0.2 
mM). Le cellule sono state quindi omogenate con una pipetta pasteur di vetro e centrifugate a 
1.000 g per 10 minuti a 4 °C. I pellet ottenuti sono stati omogenati nuovamente nello stesso 
buffer e centrifugati a 800 g x per 10 minuti. Il pellet, corrispondente alla frazione nucleare è 
stato risospeso nel buffer di lisi fornito dal kit e sottoposti a lisi fisica mediante sonicazione  
(3 cicli di 10 secondi, con intervalli di 5 secondi), adoperando un’intensità di 10 REV 
(Soniprep 150; MSE (UK) Limited, London, UK). Si è proceduto al dosaggio dei campioni e 
successivamente gli estratti nucleari (20 µg) sono stati posti nei pozzetti dei rack inseriti nella 
piastra da 96 fornita dal kit e incubati per un’ora a temperatura ambiente. Dopo 3 lavaggi in 
un apposito buffer fornito dal kit, sono stati aggiunti 100 µl della soluzione contenente 
l’anticorpo primario specifico per p65. Dopo un’ora di incubazione a 37 °C sono stati aggiunti 
100 µl di una soluzione contenente un anticorpo secondario anti-IgG coniugato con la 
perossidasi di rafano. Dopo un’ora di incubazione a 37°C è stato aggiunto il substrato 
dell’enzima (tetrametilbenzene) ed è stata valutata l’assorbanza a 450 nm mediante un lettore 
per  piastre ELISA Opsys MR (Dynex Technologies; Chantilly, VA). 
 
9. VALUTAZIONE DEI VACUOLI AUTOFAGICI MEDIANTE COLORAZIONE 
CON MONODANSILCADAVERINA (MDC) 
La presenza di vacuoli autofagici è stata evidenziata impiegando la monodansilcadaverina 
(MDC),  una molecola fluorescente verde che consente di identificare i vacuoli autofagici 
come strutture “dot-like” distinte, conferendo una colorazione verde intensa e rilevabile 
mediante microscopia a fluorescenza. La MDC si accumula nei compartimenti acidi, come gli 
autofagosomi e lega in modo specifico i lipidi presenti sulla membrana di questi organelli 
(Munafò et al., 2001). Al fine di valutare la presenza di vacuoli autofagici le cellule (8 x 103/ 
54 
 
in 200 µl di terreno di coltura)sono state seminate in una piastra da 96 pozzetti. Al termine del 
trattamento è stato aggiunto il fluorocromo alla concentrazione 50 µM, la piastra è stata 
incubata quindi per 10 minuti a 37°C (Biederbick et al., 1995). Successivamente le cellule 
sono state lavate con PBS e osservate al microscopio a fluorescenza Leica DMR con 
telecamera DC300F,  utilizzando un filtro DAPI (eccitazione: 372 nm, emissione: 456 nm). 
Le immagini sono state acquisite mediante il software Leica Q Fluoro. Le cellule sono state 
contate (in 5 campi per condizione) ed è stata valutata la percentuale di cellule positive alla 
MDC rispetto alle cellule totali.   
 
10. PREPARAZIONE DEGLI ESTRATTI CELLULARI E SEPARAZIONE 
MEDIANTE SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 
Per preparare gli estratti cellulari le cellule (2 x 105 / in 2 ml di terreno di coltura) sono state 
seminate su piastre da 6 pozzetti. Al termine del trattamento con i composti, le cellule sono 
state lavate in PBS e staccate dalla piastra adoperando una soluzione di tripsina-EDTA (2,5 
mg/ml di tripsina e 1 mg/ml di EDTA), prelevate e centrifugate a 120 g per 10 minuti. 
Successivamente sono state lisate in RIPA buffer, preparato in PBS contenente NP-40 all’1%, 
sodio deossicolato 0.5%, SDS 0.1 % e gli inibitori delle proteasi (aprotinina 25 µg/ml, PMSF 
o fluoruro di fenilmetansulfonile 1 mM, leupeptina 25 µg/ml e pirofosfato di sodio 0.2 mM. 
La lisi cellulare è stata completata con la sonicazione (3 cicli di 10 secondi, con intervalli di 5 
secondi), adoperando un’intensità di 10 REV (Soniprep 150; MSE (UK) Limited, London, 
UK). Successivamente  il contenuto proteico è stato dosato mediante il metodo di Lowry 
(Lowry et al., 1951) e sono stati preparati campioni contenenti 50 µg di proteine, da 
sottoporre ad elettroforesi SDS - page. Ai campioni è stato quindi aggiunto il sample buffer 
(Tris-HCl 50 mM, β-mercaptoetanolo 100 mM, SDS al 2%, blu di bromofenolo 0,1%, 
glicerolo al 10 %, pH 6,8) secondo un rapporto di 1:1, per un totale di 20 µl. Le proteine sono 
quindi state denaturate per 5 minuti a 90°C, e i campioni sono stati caricati nei pozzetti di un 
gel di poliacrilamide (al 7.5%, 10% o 12% in relazione al peso molecolare della proteina da 
valutare), accanto ad uno standard costituito da proteine di peso molecolare noto. Infine è 
stata effettuata una corsa elettroforetica verticale a 150 V per circa 2 h in presenza del 
tampone di scorrimento (Tris glicina 1X preparato a partire da una soluzione 5X contenente 
Tris, Glicina, SDS e H2O distillata).   
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11. WESTERN BLOTTING 
Terminato lo scorrimento elettroforetico, le proteine sono state trasferite su un filtro di 
nitrocellulosa (Pharmacia Biotech) mediante “elettroblotting” (20 V “overnight”), in presenza 
di transfer buffer (glicina 39 mM, Tris base 48 mM, SDS 0,037%, metanolo 20%). Per 
controllare l’avvenuto trasferimento e l’uniformità della quantità di proteine caricate nei 
pozzetti, il filtro è stato colorato con Rosso Ponceau 1X, un colorante che lega 
reversibilmente le proteine. Per rimuovere il colorante sono stati effettuati una serie di lavaggi 
con TBST (Tris HCl 20 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0.005%, pH 7.5) ed in seguito al filtro 
è stata aggiunta una soluzione di “blocking” (latte o albumina a percentuali variabili a 
seconda dell’anticorpo impiegato, solubilizzati in TBST) per circa 1 h, in modo da schermare 
il filtro e ridurre i legami aspecifici tra le proteine presenti nel filtro e l’anticorpo da impiegare 
nella successiva fase di “detection”. È stata quindi aggiunta una soluzione contenente 
l’anticorpo primario specifico (1 µg/ml di TBST) ed il filtro è stato mantenuto ad incubare per 
tempi variabili in base all’anticorpo impiegato.  
L’anticorpo anti-LC3 è stato acquistato presso la Novus Biologicals (Littleton, CO), gli 
anticorpi per phospho-mTOR, beclina-1, phospho-p70S6K, p21, p27, citocromo c e caspasi 3 
sono stati acquistati presso la Cell Signaling Technology (Beverly, MA), gli anticorpi per 
valutare ULK1/2, DNMT1 e β-actina presso la Sigma-Aldrich (Milano, Italia). Tutti gli altri  
anticorpi  sono stati acquistati presso la Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA).  Dopo 
l’incubazione il filtro è stato sottoposto a tre lavaggi in TBST, di 10 minuti ciascuno, ed è 
stato incubato per 30 min in TBST contenente l’anticorpo secondario (1 µg/3 ml di TBST) 
coniugato con la fosfatasi alcalina (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA). Le bande sono 
state evidenziate mediante l’aggiunta dei substrati della fosfatasi alcalina: BCIP o 5-bromo-4-
cloro-indolil fosfato (16.5 µl) ed NTB o nitroblue di tetrazolio (33 µl) in 5 ml di AP buffer 
(Tris HCl 100 mM, MgCl2 5 mM, pH 8.9). La reazione consiste nella defosforilazione di 
BCIP da parte della fosfatasi alcalina in indolo, il quale reagisce con l’NBT (ossidante), per 
formare un precipitato di colore blu-viola a livello della banda in cui è presente la proteina di 
interesse. L’omogeneità del contenuto proteico delle singole prove è stata accertata mediante 
immunoblotting dell’actina.  
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12. VALUTAZIONE DEL POTENZIALE DI MEMBRANA MITOCONDRIALE  
La perdita del potenziale di membrana mitocondriale (∆ψm) è uno degli eventi intracellulari 
che avvengono dopo l’induzione dell’apoptosi e coincide con l’aumento della permeabilità 
mitocondriale, portando infine al rilascio del citocromo c. Per valutare la depolarizzazione 
della membrana mitocondriale sono state condotte delle analisi mediante microscopio a 
fluorescenza impiegando il fluorocromo metacromatico JC1 (5,5’,6,6’-tetracloro-1,1’,3,3’- 
tetraetil-benzimidazolilcarbocianina ioduro), acquistato presso la Cayman Chemical Company 
(Ann Arbor, MI). Tale molecola è un catione lipofilo in grado di attraversare le membrane 
cellulari, quando i mitocondri presentano un potenziale di membrana integro, JC1 viene 
attratto dalle cariche negative presenti nella matrice mitocondriale, dove polimerizza 
formando delle strutture dette J-aggregati, i quali emettono fluorescenza rossa (eccitazione: 
490 nm, emissione: 590 nm). Quando il mitocondrio si depolarizza JC1 si accumula 
prevalentemente nel citosol, dove si trova nella forma monomerica, emettendo fluorescenza 
verde (eccitazione: 490 nm, emissione: 525 nm). Per valutare il ∆ψm le cellule (8 x 103/200 µl 
di terreno per pozzetto) sono state seminate in piastre da 96 pozzetti. In seguito al trattamento 
sono stati aggiunti 20 µl di JC1 (diluito 1:100 in PBS) per 15 minuti a 37°C. Al termine 
dell’incubazione la piastra è stata centrifugata a 120 g per 5 minuti, è stato allontanato il 
terreno contenente il fluoro cromo e sono stati effettuati due lavaggi in PBS. Infine le cellule, 
a cui è stato aggiunto PBS, sono state visualizzate al microscopio a fluorescenza Leica DMR 
equipaggiato con una telecamera DC300F (Wetzlar, Germany),  utilizzando un filtro FITC 
(eccitazione: 485 nm, emisione: 530 nm) per visualizzare i monomeri di JC1, ed un filtro per 
la rodamina (eccitazione: 596 nm, emissione: 620 nm) per visualizzare gli aggregati. Le 
immagini sono state acquisite mediante il software Leica Q Fluoro e sono state 
successivamente sovrapposte per valutare la fluorescenza prevalente. 
13. VALUTAZIONE DELLA LOCALIZZAZIONE CELLULARE DI Nrf2 
MEDIANTE MICROSCOPIA A FLUORESCENZA 
Per valutare la localizzazione intracellulare del fattore di trascrizione Nrf2, le cellule (8 x 
103/in 200 µl di terreno) sono state seminate in piastre da 96 pozzetti e sono state sottoposte 
ad analisi di immunofluorescenza indiretta. Prima del trattamento con i composti, le cellule 
sono state sottoposte a colorazione con Hoechst 33342 (2.5 µg/ ml) per 30 minuti. L’Hoechst 
33342 è un colorante fluorescente che lega il DNA in corrispondenza delle coppie di basi A-
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T. Tale molecola viene eccitata da luce ultravioletta (350 nm) ed emette luce blu con 
lunghezza d’onda di circa 461 nm. L’Hoechst 33342 contiene un gruppo etile, che lo rende 
lipofilo, consentendogli di penetrare nelle cellule vitali. In questo caso la fluorescenza emessa 
è evidenziata da una colorazione a spot blu diffusa e piuttosto tenue.  
Dopo il trattamento con i composti, le cellule sono state fissate per 5 min con paraformaldeide 
al 3% e permeabilizzate con Triton X-100 0.1% per 5 min a temperatura ambiente. Le cellule 
fissate sono state incubate overnight a 4°C con un anticorpo primario policlonale di rabbit 
diretto contro Nrf2 umano (Santa Cruz, CA) diluito 1:100 in PBS contenente BSA all’1% e 
NaAzide. Le cellule sono state poi sottoposte a tre lavaggi in PBS e NaAzide e incubate per 2 
ore con un anticorpo secondario (1 µg/100 µl di PBS) coniugato con FITC (Santa Cruz, CA). 
Infine, le analisi sono state condotte mediante un microscopio a fluorescenza Leica DMR 
dotato di una fotocamera DC300F (Leica Microsystems, Wetzlar, Germania). La colorazione 
con Hoechst 33342 è stata acquisita mediante filtro DAPI (lunghezza d'onda di eccitazione 
372 nm e la lunghezza d'onda di emissione 456 nm), mentre la colorazione di Nrf2 è stato 
visualizzata mediante filtro FITC (lunghezza d'onda di eccitazione 485 nm e la lunghezza 
d'onda di emissione 530 nm). Le immagini acquisite mediante il software Leica Q Fluoro 
(Leica Microsystems) sono state successivamente sovrapposte per visualizzare la 
localizzazione intracellulare della proteina Nrf2. 
 
14. ANALISI STATISTICHE 
Le analisi statistiche sono state effettuate mediante il test del  t- Student.  I risultati riportati 
sono la media di tre differenti esperimenti ± l’errore standard (S.E.).  
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1. Il pre-trattamento con il SAHA incrementa l’effetto citotossico del PN nelle cellule 
MDA-MB231 
Studi precedenti condotti presso i laboratori di Biochimica del Policlinico di Palermo dove ho 
sviluppato la tesi, hanno dimostrato che il PN (concentrazioni comprese tra 15-25 µM), 
induce marcati effetti citotossici in cellule MDA-MB231 mediante un meccanismo 
indipendente dall’attivazione delle caspasi, ma correlato con la produzione di specie reattive 
dell’ossigeno (ROS) e l’induzione di autofagia e di morte per necrosi (D’Anneo et al., 2013b). 
Nell’ambito di questi studi è emerso, tuttavia, che il PN quando impiegato a più basse 
concentrazioni è scarsamente efficace anche dopo lunghi periodi di trattamento. Gli effetti del 
composto sulla vitalità cellulare sono stati analizzati mediante saggio MTT impiegando 
concentrazioni variabili dalla 2.5 alla 20 µM per tempi differenti di trattamento (0-72h). I dati 
riportati in Fig. 1A mostrano che quando le cellule sono incubate con basse dosi di PN (2.5, 5, 
8 e 10 µM) il composto induce modesti effetti sulla vitalità cellulare. In particolare le 
concentrazioni 2.5 e 5 µM non determinano alcun effetto anche per tempi lunghi di 
trattamento (72h). Questi risultati suggeriscono che il PN induce nelle MDA-MB231 effetti 
citoprotettivi che si evidenziano a basse dosi. In una prima fase, lo studio è stato pertanto 
rivolto all’individuazione di un composto da utilizzare in associazione col PN che, impiegato 
anch’esso a basse dosi, potesse potenziarne l’effetto citotossico. L’attenzione, in particolare, è 
stata rivolta al SAHA, un inibitore della deacetilasi istoniche, già noto per la sua efficacia 
antitumorale ai ricercatori del laboratorio di Biochimica, in quanto studi precedenti condotti 
avevano dimostrato la capacità del composto di sensibilizzare le cellule MDA-MB231 alla via 
di TRAIL (Lauricella et al., 2012). Al fine di valutare se il SAHA fosse in grado di potenziare 
l’azione citotossica del PN le cellule sono state sottoposte ad un trattamento con i due 
composti. Studi preliminari sono stati condotti per valutare le migliori condizioni di 
trattamento combinato. In particolare sono stati comparati gli effetti ottenuti in cellule co-
trattate con i composti a quelli ottenuti pretrattando le cellule con il SAHA e poi aggiungendo 
il PN. L’analisi, eseguita mediante saggio MTT, ha messo in evidenza che il co-trattamento 
riduce la proliferazione delle cellule MDA-MB231 con un effetto additivo (dati non mostrati). 
Quando invece le cellule vengono prima sottoposte ad un pre-trattamento di 20h con il SAHA 
cui segue un trattamento combinato SAHA/PN di 40h si osserva un potente effetto sinergico 
di decremento della vitalità cellulare. Tale effetto è molto evidente utilizzando il SAHA alla 
concentrazione 2 µM in combinazione al PN alla concentrazione 10 µM. Queste 
concentrazioni sono state, quindi, scelte per condurre lo studio riportato nella mia tesi. Come 
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si osserva in Fig. 1B, il pre-trattamento delle cellule con il SAHA 2 µM per 20h determina un 
decremento della vitalità cellulare del 15% rispetto alle cellule controllo, quando a tale pre-
trattamento segue il trattamento combinato SAHA 2 µM/PN 10 µM si ha un effetto sinergico 
di decremento della vitalità cellulare che aumenta progressivamente prolungando il tempo, 
raggiungendo un valore residuo di vitalità cellulare pari al 3-4% rispetto al controllo dopo 60h 
di trattamento combinato. Sulla base dei risultati ottenuti, per confermare l’esistenza di 
un’azione sinergica determinata dall’associazione dei due composti sono state condotte delle 
analisi sulla vitalità cellulare mediante saggio MTT pre-trattando per 20h le cellule con varie 
dosi del SAHA (0.5-5 µM) a cui è stato fatto seguire un co-trattamento SAHA/PN di 40h con 
varie dosi di PN (2.5-25 µM) mantenendo le concentrazioni dei due composti in un rapporto 
fisso (1:5). Gli effetti determinati dalla combinazione SAHA/PN sono stati comparati a quelli 
determinati dai composti impiegati singolarmente (Fig.1C). I risultati così ottenuti sono stati 
utilizzati per calcolare, secondo il modello matematico di Chou e Talalay (Chou e Talalay, 
1984), “l’indice di combinazione” (CI) in rapporto alla Fa, ossia la “Fraction affected” (% di 
riduzione di vitalità cellulare). Come mostrato in Fig.1D, poiché i valori di CI calcolati per 
diversi valori di Fa sono sempre inferiori ad 1 si può concludere l’esistenza di un’interazione 
sinergica tra il SAHA e il PN. E’ interessante osservare che l’effetto citotossico indotto dalla 
combinazione SAHA/PN è in gran parte prevenuto dall’inibitore generale delle caspasi z-
VAD, suggerendo un ruolo centrale delle caspasi nel meccanismo di morte indotto dai 
composti (Fig.1E). I risultati riportati in Fig.1E mostrano che l‘aggiunta di Necrostatina-1, un 
inibitore della chinasi RIP-1 coinvolta nell’induzione di necrosi, non modifica invece l’effetto 
esercitato dall’associazione SAHA/PN, suggerendo un mancato coinvolgimento di questa 
proteina nell’evento di morte. Infine, l’aggiunta della bafilomicina A1 (BafA1), un potente 
inibitore del flusso autofagico, determina un marcato incremento dell’effetto citotossico del 
SAHA e della combinazione SAHA/PN. In particolare il SAHA riduce del 25% la vitalità 
cellulare quando impiegato da solo e del 70% in presenza di BafA1. Ciò suggerisce che il 
SAHA possa indurre autofagia e che tale meccanismo abbia un ruolo di sopravvivenza. Le 
successive analisi condotte avranno lo scopo di chiarire i meccanismi molecolari alla base 
dell’interazione sinergica tra il SAHA e il PN. 
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Fig. 1: L’associazione SAHA/PN induce un potente effetto citotossico sinergico nelle cellule MDA-MB231. 
(A) Effetti di dose e tempo dipendenza del PN sulla vitalità cellulare. Le cellule MDA-MB231 (8x103/pozzetto) 
sono state trattate con diverse dosi di PN e per diversi tempi. In ascissa è indicata la durata del trattamento e in 
ordinata la % di vitalità cellulare rispetto alla condizione controllo, ossia cellule trattate con il solo veicolo. (B) Il 
pre-trattamento con il SAHA incrementa l’effetto citotossico del PN sulla vitalità cellulare. Le cellule MDA-
MB231 sono state pre-trattate per 20h con SAHA 2 µM, al termine di tale pre-incubazione è stato aggiunto il PN 
10 µM e l’incubazione è stata protratta per altre 20, 40 e 60h. In ascissa è riportata la durata del trattamento e in 
ordinata la % di vitalità cellulare rispetto alla condizione controllo, ossia cellule trattate con il solo veicolo (C) 
Fig. 1 
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Effetti di inibizione della vitalità cellulare esercitati da diverse dosi di SAHA e PN impiegati singolarmente e in 
associazione. Le cellule sono state trattate con diverse dosi di SAHA (0.5-5 µM) per 60h o con diverse dosi di 
PN (2.5-25 µM) per 40h dopo 20h con il solo veicolo. Per il trattamento combinato i due composti sono stati 
impiegati in un rapporto fisso (1:5, SAHA:PN). Dopo pre-trattamento con il SAHA per 20h, le cellule sono state 
trattate per altre 40h con SAHA e PN. In ascissa è indicata la concentrazione del composto impiegata e in 
ordinata la % di vitalità cellulare rispetto alla condizione controllo, ossia cellule trattate con il solo veicolo (D) 
Effetto sinergico tra SAHA e PN sulla vitalità cellulare. I risultati mostrati in Fig. 1C sono stati impiegati per 
calcolare, in base alle diverse percentuali di “Fa” (frazione affetta), i corrispondenti valori dell’indice di 
combinazione (CI), in accordo con il modello matematico di Chou e Talalay (Chou and Talalay, 1984). In 
ascissa è indicato il valore di Fa (intervallo di valori compreso tra 0 e 0.8) e in ordinata il valore di CI (intervallo 
di valori compreso tra 0 e 1). (E) Effetti degli inibitori z-VAD, necrostatina-1 e BafA1 sull’effetto indotto 
dall’associazione SAHA/PN  sulla vitalità cellulare. Sull’asse delle ascisse è riportato il tipo di trattamento 
effettuato: (1) cellule trattate per 60h con il solo veicolo; (2) cellule trattate per 60h con SAHA 2 µM; (3) cellule 
trattate per 20h con il veicolo e successivamente con PN 10 µM per 40h; (4) cellule trattate per 20h con SAHA 2 
µM e per ulteriori 40h con l’associazione SAHA/PN. Gli inibitori (z-VAD 100 µM, necrostatina-1 50 µM e 
BafA1 20 nM) sono stati aggiunti all’inizio del trattamento. Sull’asse delle ordinate è indicata la percentuale di 
cellule vitali rispetto al controllo. In (A), (B), (C) ed (E)  la vitalità è stata valutata mediante saggio MTT come 
riportato in Materiali e Metodi. I risultati riportati sono la media di tre esperimenti indipendenti ± S.E. *P <  0.01 
rispetto al controllo, ossia cellule trattate con il solo veicolo. 
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2. Effetti del SAHA e del PN sulla produzione di ROS nelle cellule MDA-MB231  
Precedenti studi condotti in cellule MDA-MB231 hanno dimostrato che il PN impiegato alle 
dosi 15-25 µM induce, già dalle prime ore di trattamento (1-3h), una consistente produzione 
di ROS. L’incremento dei ROS è responsabile della deplezione di gruppi tiolici e glutatione, 
attivazione di c-Jun N-terminal kinase (JNK), down-regulation del fattore nucleare kB (NF-
kB) e, a tempi più lunghi di trattamento (5-20h), dissipazione del potenziale di membrana 
mitocondriale e comparsa di eventi necrotici (D’Anneo et al., 2013b). Dati presenti in 
letteratura riportano, inoltre, che in alcuni sistemi tumorali, quali cellule di adenocarcinoma 
del colon HT-29 o cellule leucemiche Jurkat, il SAHA è in grado di esercitare la sua azione 
citotossica anche mediante induzione di stress ossidativo incrementando la produzione di 
ROS (Portanova et al., 2008; Li et al., 2010). Alla luce di tali osservazioni, è stato ritenuto 
opportuno valutare se il PN a più bassa concentrazione fosse in grado di determinare 
produzione di ROS e se il SAHA nel modello sperimentale impiegato fosse in grado di 
esercitare il medesimo effetto. A tale scopo sono state condotte delle analisi di microscopia a 
fluorescenza impiegando il fluorocromo H2DCFDA, che viene ossidato dai ROS generando 
un prodotto fluorescente verde. La produzione di ROS è stata valutata dopo trattamento con 
SAHA 2 µM o PN 10 µM impiegati da soli o in combinazione, in quest’ultimo caso facendo 
precedere un pre-trattamento di 20h con il solo SAHA. I dati riportati in Fig.2A e 2B 
mostrano che il trattamento con SAHA 2 µM dopo 30h determina una notevole produzione di 
ROS in quanto circa l’80% degli elementi cellulari emette fluorescenza verde. Il trattamento 
con PN 10 µM dopo 10h determina un modesto incremento della produzione di ROS. Quando 
i due composti agiscono in associazione è possibile osservare una percentuale di cellule 
fluorescenti di circa il 50% dopo 30h, inferiore pertanto a quella osservata con il solo SAHA. 
I medesimi effetti sono stati evidenziati per tutte le condizioni prese in esame prolungando 
ulteriormente di 10-30h il trattamento (dati non mostrati). Al fine di individuare il 
meccanismo mediante il quale il SAHA è in grado di indurre produzione di ROS sono stati 
impiegati l’Apocinina e il DPI, due inibitori della NADPH ossidasi. E’interessante notare che 
la produzione di ROS indotta dal SAHA sia da solo che in combinazione con il PN viene 
parzialmente prevenuta dai due inibitori per tutta la durata del trattamento (Fig.2A e 2B). 
Complessivamente questi risultati lasciano ipotizzare che la produzione dei ROS indotta dal 
SAHA sia dipendente da due meccanismi: uno dipendente dalla attività della 
NADPHossidasi, l’altro invece potrebbe avere origine mitocondriale, in accordo con quanto 
osservato in cellule leucemiche da Li e collaboratori (Li et al., 2010). 
64 
 
 
Fig. 2: Il SAHA induce produzione di ROS nelle cellule MDA-MB231. (A) Valutazione della produzione di 
ROS mediante microscopia a fluorescenza. Le cellule (8 x 103/pozzetto) sono state trattate per i tempi indicati 
con SAHA 2µM e con PN 10 µM impiegati singolarmente o in associazione dopo pre-trattamento con SAHA. 
L’effetto dei due composti è stato inoltre valutato in presenza di Apocinina 100 µM e di DPI 10 µM, due 
inibitori della NADPH ossidasi. Al termine del trattamento il terreno è stato rimosso e sostituito con 100 µl di 
H2DCFDA 50 µM e i campioni sono stati incubati per altri 30 min a 37 °C. Al termine il fluorocromo è stato 
sostituito con 100 µl di HBSS e dopo 20 min è stata condotta l’analisi. L’ossidazione dell’H2DCFDA da parte 
dei ROS genera fluorescenza verde che è stata evidenziata mediante microscopio Leica DMR dotato di 
fotocamera DC300F, impiegando un filtro FITC. Le immagini sono state acquisite con ingrandimento 200X 
(scale bar 10 µm) e sono rappresentative di tre diversi esperimenti. In (B) è riportata la percentuale di cellule 
verdi calcolata dopo aver contato le cellule in 5 campi per condizione. In ascissa è indicata la condizione di 
Fig. 2 
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trattamento ed in ordinata la % di cellule verdi. I dati riportati sono rappresentativi di tre esperimenti differenti ± 
S.E. *P <  0.01 rispetto al controllo trattato con il solo veicolo. 
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3. Il SAHA induce autofagia nelle cellule MDA-MB231  
La tecnica di colorazione che impiega la MDC è stata da me utilizzata per accertare l’effetto 
del SAHA nell’induzione dell’autofagia in cellule MDA-MB231. La MDC è un colorante 
fluorescente verde che si accumula all’interno dei vacuoli autofagici. L’osservazione delle 
cellule al microscopio a fluorescenza dopo trattamento con SAHA 2 µM dimostra che dopo 
10 h vi è un’elevata percentuale di cellule che risulta positiva alla MDC; come mostrato in 
Fig. 3A questa percentuale si mantiene elevata e si incrementa progressivamente fino alle 30 h 
di trattamento. Studi precedenti hanno dimostrato che nelle medesime cellule il PN impiegato 
a più elevate concentrazioni (15-25 µM) sin dalle prime ore di trattamento è in grado di 
esplicare la sua azione citotossica mediante induzione di autofagia. La Fig. 3A mostra, che il 
PN 10 µM, invece, non è in grado di indurre autofagia ed inoltre contrasta l’induzione del 
meccanismo operato dal SAHA; è infatti possibile osservare un decremento della percentuale 
di cellule positive alla MDC in seguito al trattamento che prevede l’associazione dei due 
composti. È interessante sottolineare che tutti i segni di autofagia osservati nelle cellule 
incubate con SAHA vengono prevenuti dalla apocinina e dal DPI, due inibitori dell’enzima 
NADPH ossidasi, suggerendo un ruolo centrale svolto dai ROS nell’induzione del processo 
autofagico (Fig. 3A). Tali risultati sono in accordo con quanto osservato da Li e collaboratori 
(2010), i quali hanno dimostrato che il SAHA, in cellule leucemiche Jurkat, è in grado di 
indurre l’autofagia tramite la produzione di ROS in quanto il fenomeno viene totalmente 
abolito dall’N-acetilcisteina (NAC). Il coinvolgimento dell’autofagia nel meccanismo indotto 
dal SAHA è stato confermato da analisi di western blotting, condotte per valutare i livelli di 
LC3, un noto marker autofagico. La proteina LC3 può essere presente in due forme: LC3I ed 
LC3II. Durante l’evento autofagico la proteina LC3I subisce un taglio proteolitico da parte 
della proteasi Atg4 e viene successivamente coniugata con la fosfatidiletanolamina dagli 
enzimi Atg3 e Atg7, si ottiene così la forma LC3II che si associa alla membrana 
dell’autofagosoma (Pyo et al., 2012). Come è possibile osservare in Fig. 3B, il SAHA 2 µM 
dopo 30 h di trattamento determina l’incremento di LC3II, tale effetto è ancora più evidente 
con le dosi più elevate (5 e 10 µM). Il PN 10 µM, dopo 10 h di trattamento, non determina 
alcun effetto sulla conversione di LC3I in LC3II; l’incremento è evidente, invece, quando il 
composto viene impiegato a più alta concentrazione (25 µM). Quando il SAHA e PN, 
impiegati rispettivamente alle dosi 2 e 10 µM agiscono in associazione, si osserva un 
incremento di LC3II pari a quello determinato dal solo SAHA 2 µM. E’ interessante osservare 
che l’incremento della forma LC3II determinata dal SAHA sia quando impiegato da solo che 
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in associazione al PN è ancora più evidente quando si aggiunge BafA1, supportando 
ulteriormente l’ipotesi che il SAHA sia in grado di indurre il flusso autofagico nel nostro 
modello sperimentale.  
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Fig. 3: Il SAHA determina autofagia nelle cellule MDA-MB231. (A) Valutazione della comparsa di vacuoli 
autofagici.  Le cellule (8 x 103/pozzetto) sono state trattate per i tempi indicati con SAHA 2 µM e con PN 10 µM 
impiegati singolarmente o in associazione dopo pre-trattamento con SAHA. L’effetto dei due composti è stato 
Fig. 3 
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inoltre valutato in presenza di Apocinina 100 µM e di DPI 10 µM. Al termine le cellule sono state incubate con 
MDC 50 µM e i campioni sono stati incubati per 10 min. La fluorescenza è stata evidenziata mediante un 
microscopio a fluorescenza Leica DMR dotato di fotocamera DC300F impiegando un filtro DAPI. Sono state 
acquisite le immagini in 5 campi per condizione con un ingrandimento 400 X (scale bar 10 µm). I vacuoli 
autofagici appaiono come strutture dot-like distribuite nel citoplasma. (B) Effetti del SAHA e del PN sul livello di 
LC3. Le cellule sono state trattate con diverse dosi di SAHA o di PN impiegati singolarmente o in associazione 
dopo pre-incubazione con il SAHA. L’effetto dei due composti è stato inoltre valutato in presenza di BafA1 20 
nM. Al termine del trattamento le cellule sono state lisate e sottoposte ad analisi di western blotting come 
descritto in Materiali e Metodi. La valutazione dell’actina è inclusa per dimostrare l’omogeneità delle prove. In 
(A) e in (B) i risultati sono rappresentativi di tre diversi esperimenti. 
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4. Il SAHA impiegato da solo e in associazione al PN induce apoptosi nelle cellule MDA-  
MB231 
I risultati ottenuti dimostrano che il SAHA è in grado di attivare nelle cellule MDA-MB231 il 
processo autofagico in seguito ad induzione di stress ossidativo. Dati riportati in letteratura 
sono concordi nel ritenere che segnali di stress persistenti non consentono all’autofagia di 
assicurare la sopravvivenza della cellula ma bensì di volgere il destino di quest’ultima verso 
la morte per apoptosi (Rubistein e Kimchi, 2012). Al fine di individuare le cause del potente 
effetto citotossico esercitato dall’associazione SAHA/PN sulla vitalità cellulare e per chiarire 
le modalità d’azione dei composti, è stata effettuata un’analisi citofluorimetrica dopo 
colorazione delle cellule con Annessina V e ioduro di propidio (PI), due fluorocromi che, 
come riportato nei metodi, colorando differentemente le cellule, consentono di discriminare 
tra meccanismi di morte per necrosi o per apoptosi. Come si può osservare in Fig. 4A, già 
dopo circa 30 h di trattamento con SAHA 2 µM il 23.4% delle cellule risulta positiva alla sola 
Annessina V, percentuale indicativa di cellule in apoptosi precoce; oltre a questa frazione, 
compare anche una frazione di cellule (11.4%) positive tanto al PI, che all’Annessina V 
(cellule necrotiche o in apoptosi tardiva). Il trattamento per 10 h con PN 10 µM non 
determina rilevanti effetti sulla distribuzione della popolazione cellulare nei diversi quadranti. 
Si osservano, infatti, basse percentuali di cellule positive alla sola Annessina V e positive a 
quest’ultima e al PI, rispettivamente del 10 e 3.7%. Il pre-trattamento per 20h con il SAHA e 
la successiva incubazione per 10h con il PN determina l’incremento tanto della percentuale di 
cellule positive alla sola Annessina V (33.8%) che della frazione positiva all’Annessina V e al 
PI (27.3%). I risultati suggeriscono, quindi, che il trattamento con il solo SAHA determina 
l’induzione di morte cellulare per apoptosi e che tale meccanismo viene marcatamente 
incrementato quando il composto agisce in associazione col PN. Nella stessa figura si osserva 
che gli effetti dell’associazione SAHA/PN vengono annullati dall’aggiunta dello z-VAD, 
lasciando ipotizzare un ruolo centrale delle caspasi nell’evento di morte indotto dai composti 
(Fig. 4A).    
All’interno della cellula condizioni di eccessivo stress ossidativo possono determinare 
l’attivazione della via intrinseca dell’apoptosi che prevede danno mitocondriale, il 
coinvolgimento dei membri della famiglia Bcl-2, la fuoriuscita del citocromo c e l’attivazione 
delle caspasi (Chowdhury et al., 2006). Sono state pertanto condotte delle analisi di Western 
blotting rivolte a valutare il rilascio del citocromo c dal mitocondrio e l’attivazione di uno dei 
principali effettori del programma di morte: la caspasi 3, una nota caspasi esecutrice. I 
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risultati mostrati in Fig. 4B dimostrano che il trattamento per 30h con SAHA 2 µM non è in 
grado di determinare la fuoriuscita del citocromo c e l’attivazione della caspasi 3. Quando le 
cellule vengono pre-trattate per 20h con il SAHA e successivamente incubate per 10h con il 
SAHA e il PN si osserva sia il rilascio del citocromo c dal mitocondrio e l’attivazione della 
caspasi 3. La Fig. 4B mostra il decremento del citocromo c a livello mitocondriale e il suo 
incremento a livello citosolico (lane 4). Per quanto riguarda l’attivazione della caspasi 3, la 
Fig. 4C mostra il decremento della forma pro-caspasica (32 kDa) e la comparsa dei frammenti 
attivi a più basso peso molecolare (17 e 12 kDa) (lane 4). Prolungando il tempo di trattamento 
si è inoltre osservato la scomparsa della forma pro-caspasica e il decremento dei frammenti 
attivi (dati non mostrati). E’ interessante notare che il rilascio del citocromo c e l’attivazione 
della caspasi 3 vengono prevenuti dall’aggiunta dello z-VAD (Fig. 4B e C, lane 5).  Le analisi 
condotte dimostrano che il SAHA determina l’induzione di una fase precoce dell’apoptosi 
consistente nell’esternalizzazione cellulare della fosfatidilserina; l’aggiunta del PN potenzia 
l’effetto di morte con rilascio del citocromo c, taglio della pro-caspasi 3 e produzione della 
sua forma attiva.  
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Fig. 4: Il SAHA impiegato da solo e in associazione al PN induce apoptosi nelle cellule MDA-MB231. (A) 
Valutazione del meccanismo di morte indotto dai composti mediante colorazione con Annessina V/PI. Le cellule 
sono state trattate per i tempi indicati con SAHA 2 µM e con PN 10 µM impiegati singolarmente o in 
associazione dopo pre-trattamento con SAHA. L’effetto dei due composti è stato inoltre valutato in presenza di 
z-VAD 100 µM e BafA1 20 nM. Al termine del trattamento le cellule sono state colorate con Annessina V/PI e 
sottoposte ad analisi citofluorimetrica. In C1 è riportata la percentuale di  cellule necrotiche (positive al PI e 
negative all’Annessina V); in C2 è riportata la popolazione di cellule necrotiche o  in apoptosi tardiva (positive 
all’Annessina V e al PI); in C3 sono indicate le cellule vitali (negative all’Annessina V e al PI); in C4 è riportata 
la popolazione di cellule apoptotiche (positive all’Annessina V e negative al PI). (B e C) Effetti di SAHA e PN, 
da soli e in associazione, sui livelli del citocromo c (B), pro-caspasi 3, caspasi 3 e beclina-1 (C). (B) Il livello 
del citocromo c è stato valutato nella frazione citosolica e mitocondriale come riportato in Materiali e Metodi. Le 
valutazioni di COXIV e dell’actina sono incluse per dimostrare che non vi sono contaminazioni delle due 
frazioni, mitocondriale e citosolica. (C) L’effetto di SAHA e PN, da soli e in associazione, sui livelli di pro-
caspasi 3, caspasi 3 e beclina-1 è stato inoltre valutato in presenza di z-VAD 100 µM. Al termine del trattamento 
le cellule sono state lisate e sottoposte ad analisi di western blotting come descritto in Materiali e Metodi. La 
valutazione dell’actina è inclusa per dimostrare l’omogeneità delle prove. In (A), in (B) e in (C)  i risultati sono 
rappresentativi di tre diversi esperimenti.  
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5. L’associazione SAHA/PN causa dissipazione del potenziale di membrana 
mitocondriale (∆ψm) e caduta del GSH 
La fuoriuscita del citocromo c è un evento che consegue alla perdita della permeabilità 
mitocondriale. In conseguenza degli stimoli apoptotici, il citocromo c viene liberato nel 
citoplasma dove si lega ad APAF-1 favorendone la funzione di attivatore delle pro-caspasi 
esecutrici e quindi innescando la fase effettrice del processo apoptotico (Chowdhury et al., 
2006). Per comprendere se l’effetto apoptotico indotto dal trattamento combinato SAHA/PN 
si accompagna a depolarizzazione della membrana mitocondriale, sono state condotte analisi 
di microscopia a fluorescenza  mediante impiego del fluorocromo JC1, un catione lipofilo che 
viene attratto dalle cariche negative presenti nella matrice dei mitocondri con potenziale di 
membrana integro, all’interno di questo spazio ristretto questa  molecola polimerizza 
emettendo fluorescenza rossa (J-aggregati). Quando la membrana mitocondriale si 
depolarizza, JC1 rimane prevalentemente nel citosol dove si trova in forma monomerica ed 
emette fluorescenza verde. Come si osserva in Fig. 5, il trattamento con SAHA 2µM o PN 10 
µM  impiegati  singolarmente determina il prevalere della colorazione rossa, indice di un 
∆ψm integro. Invece, quando le cellule vengono pre-incubate con SAHA per 20h e 
successivamente sottoposte al trattamento combinato SAHA/PN per 10h si osserva un 
notevole incremento della percentuale di cellule con fluorescenza verde, indice di caduta del 
∆ψm (Fig. 5). 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5: L’associazione SAHA/PN determina caduta del ∆ψm. Le cellule (8 x 103/pozzetto) sono state trattate 
per i tempi indicati in figura con SAHA 2 µM e con PN 10 µM impiegati singolarmente o in associazione dopo 
pre-trattamento con SAHA. Al termine del trattamento sono state incubate con il JC-1 per 15 minuti. La 
fluorescenza è stata valutata utilizzando un microscopio a fluorescenza Leica DMR dotato di fotocamera 
DC300F, impiegando un filtro per la rodamina per visualizzare i J-aggregati ed un filtro FITC per evidenziare la 
forma monometrica di JC-1 (indice di depolarizzazione del mitocondrio). Le immagini sono state acquisite 
Fig. 5 
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mediante il software Leica Q Fluoro ad un ingrandimento 200 X (scale bar 10 µm). Le immagini mostrate 
risultano dalla sovrapposizione (merge) delle immagini ottenute con il filtro per il FITC e quelle ottenute con il 
filtro per la rodamina e sono rappresentative di tre diversi esperimenti.   
 
Una delle cause di caduta del ∆ψm è l’accumulo intracellulare di GSH ossidato, evento che 
determina la formazione di pori sulla membrana del mitocondrio e conseguentemente la sua 
depolarizzazione (Zhang et al., 2004c). E’ stato pertanto valutato se il trattamento con i 
composti fosse in grado di determinare caduta dei livelli intracellulari di GSH ridotto. Il 
dosaggio effettuato con uno specifico kit, come descritto in Materiali e Metodi, ha messo in 
evidenza che quando le cellule vengono sottoposte al trattamento con solo SAHA 2µM per 
30h o con solo PN 10µM per 10h si ha un modesto decremento dei livelli intracellulari di 
GSH. Quando invece le cellule vengono pre-trattate per 20h con SAHA 2µM e poi sottoposte 
per altre 10h al trattamento combinato SAHA/PN la concentrazione di GSH decrementa del 
56% rispetto alla condizione controllo (Fig. 6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 6: L’associazione SAHA/PN determina caduta dei livelli intracellulari di GSH. Le cellule (2 x 
105/pozzetto) sono state trattate per i tempi indicati con diverse dosi di SAHA o di PN impiegati singolarmente o 
in associazione dopo pre-incubazione con il SAHA. Al termine del trattamento il GSH è stato dosato mediante 
un saggio colorimetrico, come descritto in Materiali e Metodi. In ascissa è riportata la durata del trattamento e la 
concentrazione del composto impiegata, in ordinata la concentrazione del GSH espressa come nmol/105 cellule. I 
risultati sono la media di tre esperimenti ± S.E. *P < 0.01 rispetto al  controllo incubato con il solo veicolo. 
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6. Crosstalk tra autofagia e apoptosi 
L’autofagia e l’apoptosi sono due processi che, sebbene conducano la cellula verso due 
diversi destini, possono stabilire un “dialogo” tra loro (Rubinstein e Kimchi, 2012). In 
condizioni di stress eccessivo, quali l’ipossia, la carenza di nutrienti o consistente aumento di 
ROS, il processo autofagico inizialmente attivato con significato citoprotettivo non è in grado 
di fronteggiare la condizione di stress e pertanto avvia la cellula verso la morte per apoptosi 
(Rubinstein e Kimchi, 2012). Poiché i risultati ottenuti, in accordo con quanto dimostrato da 
altri autori in altri sistemi tumorali, dimostrano che il SAHA nelle cellule MDA-MB231 è in 
grado di indurre tanto il processo autofagico che l’apoptosi, è stato condotto uno studio per 
valutare l’esistenza di un rapporto tra i due processi. Inizialmente, in studi di vitalità cellulare 
eseguiti mediante saggio MTT, è stato esaminato l’effetto di Baf A1, un noto inibitore del 
flusso autofagico, sull’azione esercitata dal SAHA e dal PN, tanto impiegati singolarmente 
che in associazione. Come è possibile osservare in Fig. 1E, l’aggiunta di Baf A1 al SAHA o 
alla combinazione SAHA/PN determina un ulteriore decremento della vitalità cellulare, 
suggerendo che l’autofagia indotta dal SAHA abbia un ruolo di sopravvivenza cellulare. 
Mediante saggio dell’Annessina V/PI è stato, inoltre, dimostrato che dopo trattamento con il 
SAHA o con l’associazione SAHA/PN la percentuale di cellule positive alla sola Annessina V 
(C4) e all’Annessina V/PI (C2) si incrementa marcatamente in seguito all’aggiunta di Baf A1, 
suggerendo che l’inibizione dell’autofagia possa indurre l’incremento della morte cellulare 
per apoptosi (Fig. 4A). Uno degli eventi alla base del “crosstalk” tra autofagia e apoptosi è il 
taglio proteolitico che subisce la beclina-1, un noto marker autofagico, da parte delle caspasi 
nelle cellule indirizzate all’apoptosi. Tale taglio è in grado di inibire il processo autofagico 
inteso come meccanismo citoprotettivo in cellule indirizzate irreversibilmente verso la morte 
(Cho et al., 2009; Luo e Rubinsztein, 2010; Wirawan et al., 2010). Il frammento C-terminale 
della beclina-1 frutto del taglio operato dalle caspasi migra al mitocondrio e può favorire il 
rilascio del citocromo c (Wirawan et al., 2010). I  risultati  ottenuti mediante analisi di western 
blotting e riportati in Fig. 4C  hanno evidenziato che il livello della beclina-1 non subisce 
variazioni in seguito al trattamento con SAHA o PN impiegati singolarmente, quando invece 
le cellule vengono pre-incubate con SAHA 2µM e successivamente sottoposte al trattamento 
combinato SAHA/PN si osserva un decremento del suo livello. Tale decremento viene 
prevenuto dallo z-VAD suggerendo che il processo apoptotico indotto dall’associazione 
SAHA/PN porti all’attivazione delle caspasi, al taglio della beclina-1 e conseguentemente 
all’inibizione dell’autofagia. I risultati ottenuti complessivamente indicano che nelle 
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condizioni sperimentali prese in esame l’autofagia e l’apoptosi sono due processi strettamente 
interconnessi tra loro.  
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7. Il pre-trattamento con il SAHA contrasta l’attivazione della via di Akt/mTOR indotta 
dal PN 
Recentemente alcuni autori hanno osservato che in cellule leucemiche il PN è in grado di 
indurre effetti citoprotettivi correlati all’attivazione del pathway di sopravvivenza Akt/mTOR 
e che questo effetto limita l’azione citotossica del composto (Sen et al., 2013; Hassane et al., 
2010). Akt è una serina/treonina chinasi che determina la fosforilazione di mTOR, una 
serina/treonina chinasi che a sua volta costituisce la componente catalitica di due distinti 
complessi, mTORC1 ed mTORC2 (Lo Piccolo et al., 2008; Loewith et al., 2002). In seguito a 
stimoli differenti, quali la mancanza di nutrienti, si attiva il complesso mTORC1 che è in 
grado di indurre la fosforilazione delle proteine p70S6K e 4EBP. Gli studi condotti sulla 
vitalità cellulare hanno evidenziato che il PN nelle cellule MDA-MB231 non induce alcuna 
significativa riduzione della vitalità quando impiegato a basse dosi, inferiori a 10µM (Fig 
1A), anche dopo lunghi periodi di trattamento (70-100h). Ciò suggerisce che il composto 
possa  innescare un meccanismo citoprotettivo che si evidenzia a basse dosi quando l’effetto 
citotossico è poco marcato. E’ stato condotto uno studio per valutare se anche nelle cellule 
MDA-MB231 il PN sia in grado di attivare la via di sopravvivenza Akt/mTOR. Come 
mostrato in Fig. 7 l’analisi di western blotting ha evidenziato che il PN 10µM determina 
incremento dei livelli delle proteine Akt e mTOR fosforilate e pertanto attive. Tale effetto si 
accompagna anche all’incremento delle forme fosforilate di p70S6K e del suo substrato, la 
proteina ribosomiale S6. E’ noto che il complesso mTORC1 è in grado, inoltre, di inibire il 
processo autofagico inducendo la fosforilazione e l’inattivazione della proteina ULK1/2 
(Shang e Wang, 2011). A tale riguardo è stato messo in evidenza, mediante western blotting, 
nelle cellule trattate con PN la comparsa di una banda fosforilata a più lento scorrimento 
elettroforetico (Fig. 7).  
In accordo con quanto osservato da altri autori in cellule leucemiche, i risultati ottenuti 
dunque dimostrano che il PN anche nelle cellule MDA-MB231 è in grado di attivare il 
complesso mTORC1. E’ interessante osservare che le analisi di western blotting hanno 
accertato che il trattamento con SAHA 2 µM determina un decremento nei livelli delle forme 
fosforilate di Akt, mTOR, p70S6K, S6 e ULK1/2. Inoltre, il pretrattamento con il SAHA è in 
grado di inibire l’effetto su tali proteine determinato dal PN. I risultati quindi indicano la 
capacità del SAHA di contrastare l’attivazione del pathway Akt/mTOR indotta dal PN.  
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Fig. 7: Il pre-trattamento con il SAHA contrasta l’attivazione del pathway di Akt/mTOR indotta dal PN. 
Le cellule (2 x 105/pozzetto) sono state trattate per i tempi indicati con diverse dosi di SAHA o di PN impiegati 
singolarmente o in associazione dopo pre-incubazione con il SAHA. Al termine le cellule sono state lisate, come 
descritto in materiali e metodi, e i campioni sono stati sottoposti ad analisi di western blotting impiegando 
anticorpi specifici per fosfo-Akt (S475), fosfo-mTOR (S2448), fosfo-p70S6K (T389), fosfo-S6, ULK1/2. I valori 
densitometrici sono rappresentativi di tre esperimenti indipendenti. La valutazione dell’actina è inclusa per 
dimostrare l’omogeneità delle prove.   
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8. Il pre-trattamento con il SAHA contrasta l’attivazione del fattore di trascrizione Nrf2 
indotta dal PN 
Nrf2 è un fattore di trascrizione che induce l’espressione di geni che codificano per enzimi 
antiossidanti. In condizioni di benessere metabolico cellulare Nrf2 forma a livello 
citoplasmatico un complesso con la proteina Keap1 (Kelch-like ECH-associated protein1) che 
ne determina la degradazione proteosoma dipendente (Kansanen et al., 2013). In condizioni di 
stress, di contro, Nrf2 subisce la fosforilazione e pertanto la stabilizzazione da parte di chinasi 
citosoliche. Il fattore, così, è libero di traslocare a livello del nucleo e trascrivere per una 
batteria di geni implicati nelle difese antiossidanti. Tutti i geni bersaglio di Nrf2 possiedono 
nella loro regione promoter delle sequenze di nucleotidi che formano il cosiddetto Elemento 
di Risposta Antiossidante (Antioxidant Response Element; ARE), specifico per legare questo 
fattore (Nguyen et al., 2003). Alcuni autori hanno dimostrato che l’attivazione di mTOR 
indotta dal PN può essere responsabile della fosforilazione e conseguente traslocazione al 
nucleo di Nrf2 (Sen et al., 2013; Hassane et al., 2013). Sono state quindi condotte analisi di 
western blotting per indagare se anche nelle nostre condizioni l’effetto citoprotettivo 
osservato in presenza di basse dosi di PN e mediato dal pathway Akt/mTOR potesse 
dipendere anche dall’attivazione del fattore Nrf2. Come mostrato in Fig. 8A, i risultati 
ottenuti, mediante analisi di western blotting, evidenziano che il trattamento con il PN 
determina la comparsa di una banda a più lenta mobilità elettroforetica che corrisponde alla 
forma fosforilata di Nrf2. Questa banda scompare tanto quando le cellule sono sottoposte al 
trattamento con il solo SAHA che quando sottoposte al trattamento con il SAHA e il PN in 
associazione. Per confermare tale dato è stata condotta un’analisi di immunofluorescenza 
impiegando un anticorpo specifico per Nrf2 che viene legato da un anticorpo secondario 
coniugato con FITC che emette fluorescenza verde, mentre i nuclei vengono identificati 
mediante colorazione del DNA con Hoechst 33342, che emette fluorescenza blu. Come 
mostrato in Fig. 8B, nelle cellule MDA-MB231 trattate con il solo SAHA 2µM, Nrf2 è 
localizzato prevalentemente a livello citoplasmatico come dimostrato dalla distinzione netta 
della colorazione blu del nucleo e la fluorescenza verde dell’anticorpo confinata nel citosol, il 
trattamento con il PN determina, invece, la traslocazione di Nrf2 a livello nucleare in quanto 
la fluorescenza verde si sovrappone al blu del nucleo. E’ interessante osservare che quando le 
cellule vengono pre-trattate con il SAHA e successivamente sottoposte al trattamento 
combinato SAHA/PN il segnale di immunofluorescenza si osserva principalmente a livello 
citoplasmatico. I risultati ottenuti quindi indicano che il PN è in grado di esplicare l’azione 
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citoprotettiva mediante l’attivazione del fattore Nrf2 e che tale effetto viene contrastato dal 
SAHA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 8: Il pre-trattamento con il SAHA contrasta l’attivazione del fattore di trascrizione Nrf2 indotta dal 
PN. (A) Effetti di SAHA e PN, da soli e in associazione, sui livelli di Nrf2. Le cellule (2 x 105/pozzetto) sono 
state trattate per i tempi indicati con diverse dosi di SAHA o di PN impiegati singolarmente o in associazione 
dopo pre-incubazione con il SAHA. Al termine le cellule sono state lisate, come descritto in Materiali e Metodi, 
e i campioni sono stati sottoposti ad analisi di western blotting impiegando un anticorpo specifico per Nrf2. I 
valori densitometrici sono rappresentativi di tre esperimenti indipendenti. La valutazione dell’actina è inclusa per 
Fig. 8 (A) 
(B) 
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dimostrare l’omogeneità delle prove. (B) Effetti di SAHA e PN, da soli e in associazione, sulla localizzazione 
intracellulare di Nrf2. Le cellule (8 x 103/pozzetto) sono state trattate per i tempi indicati con diverse dosi di 
SAHA o di PN impiegati singolarmente o in associazione dopo pre-incubazione con il SAHA. Al termine del 
trattamento le cellule sono state sottoposte ad analisi di immunofluorescenza impiegando un anticorpo primario 
diretto contro Nrf2 e un anticorpo secondario coniugato con FITC. I nuclei delle cellule sono stati sottoposti a 
colorazione con Hoechst 33342. La colorazione con Hoechst 33342 è stata visualizzata mediante filtro DAPI, 
mentre la colorazione di Nrf2 è stato visualizzata mediante filtro FITC. Le immagini sono state acquisite 
mediante il software Leica Q Fluoro ad un ingrandimento 400 X (scale bar 10 µm). Le immagini mostrate in 
figura sono rappresentative di tre diversi esperimenti.   
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9. Effetti del SAHA e del PN sull’espressione di vari fattori coinvolti nella morte o nella 
sopravvivenza cellulare 
E’ noto che tanto il SAHA che il PN sono in grado di indurre modifiche epigenetiche. Il 
SAHA, in quanto HDACi, esplica il suo potenziale antitumorale favorendo una 
conformazione rilassata della cromatina, mediante la quale determina l’accesso dei fattori di 
trascrizione direttamente al DNA, riattivando così l’espressione di geni oncosoppressori 
(Marks e Xu, 2009; Slingerland et al., 2014). Le modifiche epigenetiche che il DNA può 
subire possono anche consistere nella metilazione, un processo che riguarda le citosine che si 
trovano nelle sequenze dinucleotidiche CpG (Robertson, 2005). I pattern anomali di 
metilazione del DNA sono stati associati ad un gran numero di neoplasie umane e si trovano 
in due forme distinte: ipermetilazione e ipometilazione. L'ipermetilazione caratteristica di 
alcuni tumori solidi e neoplasie del sangue, si verifica in genere nelle isole CpG nella regione 
del promotore di un gene oncosoppressore ed è associata con l'inattivazione genica. 
L’ipometilazione è anch’essa coinvolta nello sviluppo e nella progressione del cancro 
attraverso meccanismi diversi. Tra gli enzimi responsabili della metilazione vi è la DNA 
metil-trasferasi 1 (DNMT1) che è spesso coinvolta in meccanismi aberranti di metilazione 
(Yoo e Jones, 2006). Il PN è in grado di agire sul livello di metilazione del DNA in quanto 
reprime l’espressione della DNMT1 e inibisce la sua attività catalitica (Liu et al., 2009). E’ 
stato pertanto intrapreso uno studio al fine di valutare se anche nelle cellule MDA-MB231 il 
SAHA e il PN sono in grado di determinare modifiche epigenetiche. I risultati ottenuti e 
riportati in Fig. 9 hanno evidenziato che il trattamento con il SAHA 2 µM determina un 
consistente incremento delle forme acetilate degli istoni H3 ed H4. Il PN 10 µM determina già 
dopo 10h di trattamento un marcato decremento dei livelli della DNMT1. Entrambi gli effetti 
causati dai composti impiegati singolarmente si osservano anche quando essi agiscono in 
associazione. L’azione a livello epigenetico può essere correlata alla capacità di modulare 
l’espressione di alcuni fattori coinvolti nella morte e nella sopravvivenza cellulare. Come 
mostrato in Fig. 9, l’analisi di western blotting ha dimostrato che il SAHA è in grado di 
incrementare i livelli di p21 e di p27, due prodotti di geni oncosoppressori e di ridurre il 
livello di Bcl-2, una proteina anti-apoptotica. Il PN è in grado di determinare un consistente 
decremento sia di Bcl-2 che di p65, una delle subunità di NF-kB, e della sua forma clivata. 
Questa affermazione è supportata anche dai risultati ottenuti mediante un saggio ELISA, che 
dimostra che il PN riduce il binding al DNA di p65. Tutti gli effetti sopra descritti si 
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osservano anche quando le cellule vengono trattate con i composti in associazione (Fig. 9 e 
10).  
I risultati nel complesso indicano che l’associazione SAHA/PN mantiene lo stato iperacetilato 
degli istoni H3 ed H4 determinato dal SAHA e i bassi livelli della DNMT1 indotti dal PN, 
eventi presumibilmente responsabili dell’incrementata espressione di p21 e p27 e del 
decremento di Bcl-2 e p65. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 9: Effetti del SAHA e del PN sull’espressione di vari fattori coinvolti nella morte o nella 
sopravvivenza cellulare. Le cellule (2 x 105/pozzetto) sono state trattate per i tempi indicati con diverse dosi di 
SAHA o di PN,  impiegati singolarmente o in associazione dopo pre-incubazione con il SAHA. Al termine le 
Fig. 9 
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cellule sono state lisate, come descritto in materiali e metodi, e i campioni sono stati sottoposti ad analisi di 
western blotting impiegando anticorpi specifici per p21, p27, p65, Bcl-2, Ac-H3, Ac-H4 e DNMT1. I valori 
densitometrici sono rappresentativi di tre esperimenti indipendenti. La valutazione dell’actina è inclusa per 
dimostrare l’omogeneità delle prove.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 10:  Il PN, da solo e in associazione al SAHA, riduce l’attività di legame al DNA di p65. Le cellule (2 x 
105/pozzetto) sono state trattate per i tempi indicati con due diverse dosi di SAHA o di PN impiegate 
singolarmente o in associazione dopo pre-incubazione con il SAHA. L’attività di legame al DNA di p65 è stata 
valutata negli estratti nucleari, utilizzando uno specifico kit come descritto in Materiali e Metodi. Sull’asse delle 
ascisse è indicato il tempo di trattamento e la concentrazione di composto impiegata e sull’asse delle ordinate è 
riportata l’attività di p65, espressa come percentuale rispetto al controllo. I risultati sono la media di tre distinti 
esperimenti ± S.E. *P < 0.01 rispetto al controllo incubato con il solo veicolo. 
Fig. 10 
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Presso i laboratori di Biochimica del Policlinico di Palermo si conducono da alcuni anni studi 
volti alla individuazione del meccanismo d’azione del Partenolide (PN) in cellule tumorali. 
Questi studi hanno dimostrato che il composto è in grado di esercitare marcati effetti 
citotossici in cellule di epatocarcinoma, di osteosarcoma umano e di melanoma in coltura 
(Carlisi et al., 2011; D’Anneo et al., 2013a). Recentemente l’attenzione si è rivolta alla 
valutazione degli effetti del PN in cellule MDA-MB231, una linea di carcinoma mammario 
“triplo negativo”. Tali cellule rappresentano il modello sperimentale più utilizzato di 
carcinoma del seno “triplo negativo”, così definito perché privo dei recettori degli estrogeni, 
del progesterone e di HER-2 neu. Si tratta di neoplasie altamente maligne, caratterizzate da 
un’elevata mortalità e da resistenza alle terapie tradizionalmente impiegate per la cura (Reis 
Filho et al., 2008). Pertanto è di fondamentale importanza l’individuazione di nuove strategie 
terapeutiche per tale forma tumorale.  
I ricercatori del laboratorio di Biochimica hanno dimostrato che il PN impiegato ad alte dosi 
(15-25 µM) esercita un potente effetto citotossico nelle cellule MDA-MB231, inducendo una 
consistente produzione di ROS e morte per necrosi (D’Anneo et al., 2013b). Tuttavia studi di 
vitalità cellulare hanno anche evidenziato che il PN quando impiegato a basse dosi (0.5-10 
µM) determina effetti citotossici molto limitati, anche dopo lunghi periodi di trattamento (70-
100h). Questi risultati suggeriscono che il PN nelle cellule MDA-MB231 possa indurre effetti 
citoprotettivi che si evidenziano quando impiegato a basse dosi. Questa osservazione è in 
accordo con quanto dimostrato da altri autori (Sen et al., 2013; Hassane et al., 2003), i quali 
hanno evidenziato che in cellule leucemiche il PN è in grado di indurre effetti citoprotettivi 
correlati con l’attivazione del pathway di sopravvivenza Akt/mTOR. L’aggiunta di composti 
quali wortmannina, rapamicina e temsirolimus, in grado di inibire il pathway di mTOR, 
potenzia  l’effetto citosossico del PN (Sen et al., 2013; Hassane et al., 2003). Sulla base di tali 
considerazioni il mio studio è stato rivolto alla individuazione di composti in grado di 
potenziare l’effetto di basse dosi di PN in cellule MDA-MB231. L’attenzione è stata rivolta al 
SAHA, un inibitore delle HDAC. La scelta è stata giustificata dalla osservazione che il SAHA 
esercita effetti tossici sulle cellule MDA-MB231, come precedentemente dimostrato dai 
ricercatori dei laboratori di Biochimica (Lauricella et al., 2012), ed è inoltre, in grado di 
inibire il pathway Akt/mTOR in alcuni modelli sperimentali (Liu YL et al., 2010; Hrzenjak et 
al., 2008; Li et al., 2010).  
Lo studio presentato in questa tesi si è proposto di valutare gli effetti della combinazione 
SAHA/PN nelle cellule MDA-MB231 e di chiarirne il meccanismo molecolare d’azione.  
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Studi della vitalità cellulare, condotti mediante saggio MTT, hanno dimostrato che il pre-
trattamento delle cellule con il SAHA 2 µM per 20h e una successiva incubazione per 40h con 
l’associazione SAHA 2 µM e PN 10 µM decrementa marcatamente la vitalità cellulare e che 
SAHA e PN manifestano effetto sinergico. Per confermare l’esistenza di tale azione sinergica, 
determinata dai composti in associazione, è stata valutata la riduzione della vitalità cellulare 
dopo trattamento con differenti dosi di SAHA (0.5-5 µM) e di PN (2.5-25 µM) mantenendo 
tra i due composti il rapporto fisso di 1:5 (SAHA:PN). I risultati ottenuti sono stati quindi 
impiegati per calcolare, secondo il modello matematico di Chou e Talalay, l’Indice di 
combinazione (Chou e Talalay, 1984). L’osservazione che tale valore risulta essere sempre 
inferiore ad 1, qualunque sia la percentuale di “frazione cellulare affetta”, ha confermato 
l’esistenza di una interazione sinergica tra SAHA e PN. E’ interessante osservare che l’effetto 
citotossico è in gran parte prevenuto dallo z-VAD-fmk, un inibitore generale delle caspasi, 
suggerendo un ruolo centrale delle caspasi nel meccanismo di morte indotto dai composti. 
L’aggiunta di BafA1, invece, un potente inibitore del flusso autofagico, incrementa l’effetto 
citotossico sia del SAHA che della combinazione SAHA/PN, dimostrando che il SAHA è in 
grado di indurre autofagia e che tale meccanismo assume un ruolo di sopravvivenza.  
L’analisi degli eventi molecolari indotti dai composti ha evidenziato che il SAHA è in grado 
di indurre stress ossidativo mediante una consistente produzione di ROS e di stimolare il 
processo autofagico. Alla luce di questi risultati sono state condotte ulteriori analisi per 
individuare l’origine dei ROS e dell’autofagia, mediante l’impiego di apocinina e DPI, due 
inibitori della NADPH ossidasi. I risultati ottenuti hanno chiaramente dimostrato che la 
produzione dei ROS e l’induzione di autofagia sono contrastati da entrambi gli inibitori. 
Questi risultati dimostrano, pertanto, che il SAHA, attivando la NADPH ossidasi, è in grado 
di indurre produzione di ROS, che a loro volta sono responsabili dell’attivazione 
dell’autofagia.  
E’ interessante osservare che il PN a bassa concentrazione (10 µM) non è in grado di indurre 
né produzione di ROS né autofagia, effetti evidenziabili invece quando impiegato ad alte 
concentrazioni (15-25 µM) (D’Anneo et al., 2013b). Inoltre il PN 10 µM quando impiegato in 
associazione con il SAHA riduce parzialmente gli effetti determinati da quest’ultimo sulla 
produzione di ROS e sull’induzione di autofagia.  
L’induzione dell’autofagia da parte del SAHA è stata confermata accertando la conversione 
della proteina LC3 dalla forma LC3I alla forma LC3II, noto marker autofagico. L’analisi ha 
messo in evidenza che il SAHA determina accumulo di LC3-II, reso ancora più evidente 
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dall’aggiunta di Baf A1. Tale effetto decrementa quando le cellule sono sottoposte al 
trattamento combinato indicando che il PN è in grado di contrastare l’autofagia indotta dal 
SAHA.  
Analisi condotte mediante saggio dell’Annessina V e ioduro di propidio (PI) indicano che in 
seguito al trattamento con il solo SAHA una frazione di cellule va incontro ad apoptosi 
precoce e una quota inferiore ad apoptosi tardiva. Tali quote si incrementano in seguito al 
trattamento con l’associazione SAHA/PN e subiscono un decremento dopo aggiunta di z-
VAD. Quest’ultimo dato conferma il coinvolgimento delle caspasi nell’induzione di morte per 
apoptosi. Inoltre l’osservazione che l’aggiunta di BafA1 inibendo l’autofagia potenzia 
l’effetto di morte causato dal SAHA e dall’associazione SAHA/PN conferma ulteriormente 
che l’autofagia indotta dal SAHA svolge un ruolo di sopravvivenza cellulare.  
Analisi di western blotting hanno messo in evidenza che il trattamento con l’associazione 
SAHA/PN induce incremento del citocromo c nella frazione citosolica ed attiva la caspasi 3. 
Tutto ciò indica attivazione del processo apoptotico. In conclusione il SAHA stimola 
l’esternalizzazione cellulare della fosfatidilserina, evento precoce dell’apoptosi, mentre 
l’aggiunta del PN potenzia l’effetto apoptotico con rilascio del citocromo c e attivazione della 
caspasi 3. 
 Per approfondire il meccanismo molecolare mediante il quale il PN potenzia l’effetto di 
morte indotto dal SAHA è stato valutato l’effetto dei composti sul potenziale di membrana 
mitocondriale (∆ψm). I risultati ottenuti indicano che le cellule sottoposte al trattamento con i 
singoli composti presentano un potenziale di membrana integro, mentre nelle cellule trattate 
con l’associazione si osserva compromissione mitocondriale, evento che si accompagna a 
caduta dei livelli intracellulari di GSH. Zhang e collaboratori (2004) indicano che il GSH 
gioca un ruolo importante nella stabilità del ∆ψm mitocondriale. In particolare la caduta dei 
suoi livelli, determinando l’apertura dei pori nella membrana mitocondriale, altera la 
permeabilità di quest’ultima causando la dissipazione del ∆ψm. Il meccanismo mediante il 
quale l’associazione SAHA/PN è in grado di determinare deplezione del GSH attualmente è 
poco chiaro e pertanto necessita di ulteriori approfondimenti, tuttavia a tale proposito è 
possibile avanzare due ipotesi: l’una riguarderebbe il decremento della forma ridotta del GSH, 
l’altra l’azione diretta del PN sul GSH. Nelle nostre condizioni sperimentali, l’ossidazione del 
GSH potrebbe essere determinata dalla produzione di ROS indotta dal SAHA, mentre il PN 
tramite il suo gruppo α-metilene-γ-lattone potrebbe reagire direttamente con il GSH. E’ 
possibile che entrambi i meccanismi siano responsabili della caduta del GSH e della 
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conseguente compromissione mitocondriale, rilascio del citocromo c e attivazione della 
caspasi 3. Studi riportati in letteratura hanno dimostrato l’esistenza di un cross-talk tra 
autofagia e apoptosi. E’ noto infatti che l’apoptosi subentri al meccanismo autofagico quando 
quest’ultimo in condizioni di stress eccessivo non è più in grado di assicurare la 
sopravvivenza della cellula (Liang et al., 2012). Poiché i risultati ottenuti indicano che lo 
spegnimento dell’autofagia indotta dal SAHA favorisce l’evento apoptotico si è ritenuto 
opportuno approfondire dal punto di vista molecolare la relazione tra apoptosi e autofagia 
nelle condizioni sperimentali esaminate. Analisi di western blotting hanno dimostrato che 
l’associazione SAHA/PN induce un decremento del livello della beclina-1, una proteina 
coinvolta nella formazione dell’autofagosoma. E’ noto che la beclina-1, in cellule indirizzate 
irreversibilmente verso la morte, subisce il taglio proteolitico da parte delle caspasi. Il 
frammento N-terminale della beclina-1 frutto del taglio può inibire l’autofagia mentre il 
frammento C-terminale migra al mitocondrio e può favorire il rilascio del citocromo c 
(Wirawan et al., 2010). Pertanto è possibile ipotizzare che l’attivazione della caspasi 3 indotta 
dall’associazione SAHA/PN possa essere responsabile della degradazione della beclina-1 e 
che questo evento favorire l’inibizione del processo autofagico attivato dal SAHA nonchè il 
rilascio del citocromo c.  
Lo studio riportato in questa tesi è volto a chiarire il meccanismo alla base dell’effetto 
citoprotettivo esercitato dal PN e la capacità del SAHA di contrastare tale effetto. In accordo 
con le osservazioni di altri autori (Sen et al., 2013; Hassane et al., 2003), i risultati hanno 
dimostrato che il PN è in grado di attivare anche nelle cellule MDA-MB231 la via di 
sopravvivenza Akt/mTOR. Analisi di western blotting, infatti, hanno messo in evidenza che il 
PN determina la fosforilazione e quindi l’attivazione dei principali protagonisti di questa via 
quali Akt, mTOR, la proteina p70S6K ed il substrato di quest’ultima, la proteina ribosomale 
S6. I risultati ottenuti hanno evidenziato che il PN tramite mTOR è in grado di inibire il 
processo autofagico in quanto determina la fosforilazione e pertanto l’inattivazione di 
ULK1/2. E’ interessante osservare che l’aggiunta del SAHA contrasta gli effetti esercitati dal 
PN sul pathway di mTOR in accordo con quanto in precedenza dimostrato da Shang e Wang 
(2011).  
Si noti anche che il PN, tramite mTOR, può determinare fosforilazione e conseguente 
traslocazione nel nucleo di Nrf2, un fattore di trascrizione che regola l’espressione di geni che 
codificano per enzimi antiossidanti (Sen et al., 2013; Hassane et al., 2003, Nguyen et al., 
2003). I risultati mostrano che, anche nelle cellule MDA-MB231, il PN determina la 
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fosforilazione di Nrf2 e la sua traslocazione al nucleo; tuttavia quando le cellule vengono 
sottoposte al trattamento con l’associazione, il SAHA è in grado di prevenire l’effetto 
esercitato dal PN su Nrf2.  
E’ ben noto che tanto il PN che il SAHA sono in grado di agire a livello epigenetico. I dati 
ottenuti dimostrano che il PN decrementa i livelli della DNMT1 e di due proteine quali  p65, 
una subunità di NFkB e la proteina anti-apoptotica Bcl-2. In particolare l’effetto sulla 
DNMT1 potrebbe essere conseguenza tanto dell’alchilazione della cisteina 1226 del suo sito 
catalitico che di una ridotta espressione della proteina in accordo con quanto dimostrato da 
Liu e collaboratori (2009). 
Gli studi condotti hanno inoltre dimostrato che il SAHA induce acetilazione degli istoni H3 e 
H4. Questo risultato è in accordo con quanto osservato da altri autori (Mitsiades et al., 2004; 
Chen et al., 2013), i quali hanno accertato che gli inibitori delle HDAC determinano 
acetilazione dei residui di lisina nelle code NH2-terminali degli istoni H3 e H4. Tali 
modifiche conferiscono una conformazione rilassata della cromatina che favorisce l’accesso 
dei fattori di trascrizione al DNA. Nel nostro modello sperimentale il SAHA determina, 
inoltre, incremento dei livelli di due prodotti di geni oncosoppressori, p21 e p27, e 
decremento di Bcl-2. Di notevole interesse si è rivelata l’osservazione che quando i due 
composti agiscono in associazione si mantiene l’iperacetilazione degli istoni e il decremento 
dei livelli della DNMT1. Uno stato della cromatina iperacetilato e ipometilato, che si associa 
ad uno stato aperto e pertanto trascrizionalmente attivo della cromatina, potrebbe essere 
responsabile degli incrementati livelli di p21 e p27 e decremento di p65 e Bcl-2 osservati in 
cellule trattate con SAHA e PN in combinazione. E’ possibile, inoltre, osservare che il PN è in 
grado di inibire il binding al DNA di p65, effetto che si evidenzia anche quando i composti 
agiscono in associazione.  
In conclusione i risultati ottenuti complessivamente suggeriscono che nelle cellule MDA-
MB231 il pre-trattamento con il SAHA incrementa in modo sinergico l’effetto citotossico 
indotto da basse dosi di PN. In particolare, i due composti sono in grado di annullare i 
rispettivi effetti citoprotettivi: il SAHA contrasta l’attivazione del pathway Akt/mTOR indotta 
dal PN e quest’ultimo inibisce la produzione di ROS e il meccanismo autofagico stimolato dal 
SAHA. I due composti inducono, inoltre, modifiche epigenetiche che potrebbero essere 
responsabili degli incrementati livelli di p21 e p27 e della caduta di Bcl-2 e p65. A questi 
eventi si accompagna la deplezione del GSH che compromette la funzionalità mitocondriale 
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con conseguente fuoriuscita del citocromo c, attivazione della caspasi 3 e morte per apoptosi 
degli elementi cellulari. 
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